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1. Le vieillissement: approche générale 
De tout temps, le vieillissement a été source d'interrogations . Les 
premières études gérontologiques plus poussées ont vu le jour dans les 
années '50. Elles s'intéressaient pour la plupart à l'évolution des fonctions 
physiologiques au cours du temps. A ce titre, nous pouvons citer ce qui 
constitue sans doute l'une des plus grandes études approfondies sur ce 
sujet, la Baltimore Study of Ageing (BLSA). Mise sur pied par le 
gérontologue Nathan Shock, elle est l'étude la plus complète réalisée à ce 
jour sur l'évolution de l 'ensemble de l'organisme humain lors du 
vieillissement. Les conclusions générales qui s'en dégagent peuvent être 
résumées en ceci : le vieillissement s'associe d'une perte inévitable et 
progressive des différentes fonctions physiologiques et d'une vulnérabilité 
croissante aux stress de toutes natures, aux maladies, aux blessures et 
aux accidents (Hayflick, L., 1996) . 
L'étape suivante des recherches entreprises eut pour but de 
comprendre les causes plus profondes de ces détériorations progressives. 
Sur ce point, les avis divergèrent et la gérontologie fut scindée en 2 
groupes, l'école du vieillissement cellulaire où celui-ci est représenté 
comme une conséquence des modifications intrinsèques de la cellule, et 
l'école du vieillissement dit "intégratif" pour lesquels le vieillissement 
est la conséquence de la modification des organes et plus particulièrement 
des mécanismes dits " intégratifs " au cours du temps, à savoir le cerveau, 
les glandes endocrines et les tissus immu ns, soit le système neuro-
endocrino-immun (Hayflick, L. , 1985). 
On comprend intuitivement qu'il existe des liens entre ces 2 écoles. 
En effet, les systèmes intégratifs sont également constitués de cellules 
qui subissent tous les effets du temps qui passe suivant selon leur 
expression génique, leur état de différenciation, leur position, leur degré 
de fonction .. . 

















Exemples de théories Exemples de théories Exemples de théories 
-Activation d:un 
pr.og:r..9.tm.m.e 
Effe ts directs d 'hormones ou 
de facteurs neuronaux sur 
l'activation du programme 
R, l ~ , . Th, . , , a1· , d ::.. ...... e.gµ .. .a.1-.+.Qu._g~_n1que .~-··-· _ e_o.:r.utg.e.ne.r_ .. _ts..e..e ... _ .e. 
l'.e..rr.e..1.J.:r. .. ç?ta.s.tr.ophi.q:u._e. 
Niveau :e d'e:-.-pression des 
gènes de réparation et de - RaclicalL-...:: libres 
défense 
- Différenciation 
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métaboliques (ex : lipofüchine) 
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I t 1-.u:-i-,- d =-.D-..S __ a.u_l!,_~_ JJ 
gé..n.o.m_e. 
Fig. I-1 : Tableau récapitulatif des différentes théories du 
vieillissement cellulaire. 
2. Les théories du vieillissement cellulaire (fig 1-1) 
2.1. Modes de classement des théories du vieillissement 
cellulaire. 
Au niveau cellulaire, de nombreuses théories ont vu le jour au cours 
de ces 30 dernières années. On estime que le nombre de théories dépasse 
300 (Medvedev, Z.A., 1990) . 
Un mode de classement est donc nécessaire et il en existe 5 
principaux: suivant un ordre historique, évolutionniste, hiérarchique 
selon le niveau d'organisation biologique, suivant le type cellulaire étudié 
et ses capacités prolifératives et enfin suivant la nature et l'origine des 
mécanismes menant au vieillissement. 
C'est principalement sur ce dernier mode de classement que nous 
allons nous attarder. 
On peut y distinguer 2 grandes classes de théories : les théories 
génétiques faisant intervenir l'expression ou la structure du génome et 
les théories environnementales, soulignant l'importance de 
l'environnement cellulaire. De nouveau, un autre classement possible de 
ces théories peut être réalisé selon qu'elles sont régies par des lois 
déterministes ou stochastiques. 
2.2. Théories générales et environnementales du vieillissement 
cellulaire 
2.2.a. Notions préliminaires 
Nous allons tout d'abord définir les notions "stochastique" et 
"déterministe". 
Un phénomène sera considéré comme régi par des lois déterministes 
s1 un nombre limité de variables connues permettent de le décrire et 
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évoluent exactement de la même manière à chaque reproduction du 
phénomène considéré, sans faire appel à aucun calcul probabiliste. 
Par contre, nous dirons qu'un phénomène est régi par des lois 
stochastiques s'il comporte des variables a léatoires qui font que ce 
phénomène est en partie le fruit du hasard et doit être étudié en faisant 
appel à des calculs de type probabiliste. 
On comprend dès lors que les théories génétiques pourront être soit 
déterministes, soit stochastiques, alors que les théories 
environnementales seront toutes stochastiques. 
2.2.b. Théories génétiques et déterministes 
La machinerie génétique constitue bien sûr une cible privilégiée pour 
les théories déterministes puisqu'elle détient toute l'information 
nécessaire à la stabilité et à l'existence du sys ème cellulaire. 
On postule ici l'existence d'un nombre restreint de gènes régissant 
le vieillissement et présents tout au long de la vie cellulaire. Ces gènes 
pourraient, par exemple, être capables soit de provoquer des cascades 
d'expression/répression de gènes s'enchaînant depuis la création de l'œuf 
jusqu'à la mort de l'organisme, soit de déterm iner un moment à partir 
duquel d'autres gènes seraient allumés ou é eints, entraînant ainsi le 
vieillissement de la cellule . 
On peut citer parmi ces théories celle de l'activation d'un programme 
après la période de reproduction ou après une modification 
environnementale et faisant intervenir des hormones ou des facteurs 
neuronaux (Kirkwood, T.B.L. et Cremer, T., 1982). 
2.2,c, Théories génétiques et stochastiques 
• Théorie de la régulation génique (Kanungo. M.S .• 1980) 
Le pnnc1pe de cette théorie est que chaque espèce détient un 
ensemble unique de gènes responsables d développement et de la 
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reproduction. Ces gènes subissent des cascades d'activation/répression 
dés la fertilisation de l'œuf, et ceci déterminera la durée du développement 
et l'apparition de la période de reproduction. La durée de cette dernière 
dépendrait ensuite de la capacité de l'individu à se défendre envers les 
conséquences de dérégulations, telle que l'augmentation de la production 
de radicaux libres dérivés de l'oxygène. 
* Théorie de la différenciation terminale et de l'association des gènes au 
vieillissement (Cutler. R .G .• 1991) 
Pour Cutler, les facteurs néfastes responsables de ce qu'il nomme la 
"dérégulation" (dysregulation) génique ne proviennent pas d'une 
modification du métabolisme général mais plutôt des effets pervers du 
métabolisme, et notamment du métabolisme de l'oxygène, source de 
radicaux libres. 
Cette thèse est appuyée par des arguments expérimentaux qui 
montrent que le taux métabolique spécifique (en kcal/g tissu/jour) est 
inversément proportionnel à la longévité des espèces de mammifères. I 1 
existerait donc, d'après Cutler, une relation directe entre ce taux 
métabolique spécifique et la production de radicaux libres. 
N'oublions pas que, dans cette théorie, il faut aussi tenir compte 
des moyens de défense que possède l'organisme contre ces radicaux 
libres . 
* Théorie de l'instabilité du génome (Strehler. B.L .• 1986) 
Ici, c'est l'instabilité du génome qui est proposée comme cause du 
vieillissement. Des modifications de l'ADN peuvent se produire telles que 
des changements dans l 'organisation des gènes, des mutations, des 
réarrangements, etc. 
Suite à tout cela, l 'expression des gènes en ARN-m et en protéines 
pourrait en être affectée . 
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On peut citer comme exemple le cas des télomères, ces répétitions 
de bases dans les parties terminales des ch omosomes qui voient leur 
longueur diminuer au fil des passages en culture pour les cellules 
somatiques, alors que leur longueur reste constante chez les cellules 
germinales ou tumorales. 
* Théorie du soma disponible (" disposable soma ") 
Pour la théorie du soma disponible, la longévité demande des 
investissements nécessaires à l'entretien du corps, ce qui réduit les 
ressources disponibles pour la reproduction. Des études ont ainsi été 
réalisées chez l'homme afin de mettre en évidence des relations entre la 
longévité et la fertilité (Westendorp, R. et al, 1998). Se basant sur des 
données généalogiques de l'aristocratie brita nnique, leurs recherches 
mirent par exemple en évidence que pour les femmes étant décédées après 
l'âge de ménopause, la longévité était néga t ivement corrélée avec le 
nombre d'enfants et posit ivement corrélée avec l'âge avancé lors de la 
première grossesse. Ces résultats viennent do c appuyer cette théorie, en 
montrant qu'il existe des connections entre la lon gévité et la reproduction. 
2,2.d. Théories environnementales et stochastiques 
• Théorie de l'erreur catastrophe (Orgel, L.E .• 19 63) 
Dans cette théorie, on postule l'existence d'erreurs s'infiltrant au 
hasard et responsables de la détérioration progressive de la machinerie de 
synthèse protéique, toute synthèse de nouvelle protéine pouvant dès lors 
en être affectée. La théorie p révoit que si ces erreurs ne sont pas corrigées 
rapidement par la cellule, elles s'amplifie t et finissent par être 
incontrôlables, ce qui provoque une véritable catastrophe au niveau du 
fonctionnement cellulaire. 
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Des travaux montrent que la fidélité de la traduction diminue au 
cours du temps (Luce, M.C. et Bunn, C.L., 1989). On peut donc les utiliser 
comme argument en faveur de cette théorie , toutefois, il ne faut pas 
oublier les autres mécan ismes d'altération des protéines qui peuvent 
également être impliquées comme l'altération post-traductionnelle des 
enzymes ou l'affaiblissement des systèmes chargés de leur élimination. 
* Théorie généralisée de l'erreur catastrophe (Orgel. L.E .• 1973) 
En 1973, Orgel revoit sa théorie en élargissant les mécanismes 
capables de déclencher la dégradation cellulaire. Outre les infidélités de 
synthèse protéique, il y ajoute les altérations de l'ADN nucléaire ou 
mitochondrial, du métabolisme énergétique, ainsi que par la péroxydation 
lipidique des membranes, etc. 
Cette théorie devient tellement générale qu'elle finit par regrouper à 
elle-seule l'ensemble des théories stochastiques, qu'elles soient 
environnementales ou non . 
Parmi ces théories, la plus étudiée est san s doute celle des radicaux 
libres (Harman, D., 1956 et 1998, et Poot, M., 1991). 
Les radicaux libres sont des espèces chimiques dont au m01ns un 
atome contient un électron non apparié sur sa dernière orbitale. Cette 
particularité rend ces molécules très réactionn elles . Elles peuvent ainsi 
réagir avec toutes les autres molécules qui se trouvent dans leur 
environnement proche, les protéines, les lipides ou l'ADN par exemple. 
Beaucoup de radicaux libres sont produit s dans la cellule, et surtout 
via le métabolisme de l'oxygène. Cette décou verte surprenante que la 
molécule d'oxygène, indispensable à la vie, soit aussi la source de 
radicaux libres extrêmement destructeurs est connue sous le nom de 
paradoxe de l'oxygène. 
De plus, des études ont également montré qu'il existait au sein de 
la cellule des enzymes anti-oxydantes en concentration et activité élevées. 
Ces différentes découvertes ainsi que le fait que cette théorie a permis le 
développement de nombreux modèles expérimentaux selon la cible de ces 
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radicau x libres, ont sans d oute contribu é à l'engouement que cette théorie 
connaît. 
Il est clair qu' aucune des théories qui viennent d'être présentées 
ne peut, à elle-seule, expliquer le mécanisme du vieillissement. En effet, 
on sait que celui-ci est un phénomène très complexe, dépendant d'une 
série de variables. Il serait donc improbable qu'il puisse être expliqué par 
une théorie qui ne soit pas multifactorielle . 
Revenons un instant sur cette théorie généralisée de l'erreur 
catastrophe et abordons-la selon un raisonnement inverse. En effet, il 
pourrait être intéressant de se demander quels sont les mécanismes que 
possède la cellule afin de contrer ces erreurs qui semblent inévitables. Le 
concept de seuil critique d'accumulation d'erreurs présente la cellule 
vivante en équilibre entre les altérations de toutes natures, inévitables, et 
les moyens de défense cellulaires, comme par exemple les enzymes anti-
oxydantes. Lorsque ces moyens sont suffisants, ils permettent de 
maintenir la structure et la fonction cellulaire, mais il arrive un moment 
où ils deviennent débordés, saturés, et à cet instant, un déséquilibre 
apparaît en faveur des altérations. Dès lors, un état irréversible semble 
atteint , c'est précisément le seuil critique d'accumulation d'erreurs, 
rejoignant dans sa phase finale la théorie généralisée de l 'erreur 
catastrophe (Remacle, J. et al, 1990; Toussaint, O. et al, 1994a) . 
Une fois ces concepts acceptés, il reste à rechercher un modèle 
permettant de comprendre comment ces erreu rs peuvent s'accumuler au 
cours du temps et finalement atteindre ce seu· de non-retour. 
La théorie de le thermodynamique des systèmes ouverts permet de 








negative excass of entropy production 
=-F:.i:ig..,_.--=-1-=2 :Evolution de la production d'entropie et du 
niveau d'erreurs en fonction du temps lors du 
vieillissement cellulaire suivant les lois de la 
thermodynamique des systèmes ouverts loin de 
l'équilibre. 
(Toussaint, O. et al, 1991) 
Fig. 1-3 : Evolution de la production d'entropie (A, Cet E) 
et du niveau. d'erreurs (B, D et F) suite à des 
stress d'intensités respectivement faible, 
intermédiaire et élevé. 
(Toussaint, O. et al, 1991) 
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3. La Thermodynamique pour expliquer le 
vieillissement 
3.1. La cellule comme système thermodynamique ouvert loin de 
l'équilibre 
Une nouvelle approche permettant d'expliquer le vieillissement 
cellulaire utilise la théorie des systèmes irréversibles loin de l'équilibre 
(Toussaint, 0. et al, 1991). 
Dans ce modèle, la cellule est considérée comme un système ouvert 
loin de l'équilibre, c'est-à-dire un système auto-organisé qui répond à des 
critères de stabilité particuliers. Un tel système se maintient grâce aux 
transformations biochimiques et physico-ch imiques qui s'y produisent, 
générant ainsi une certaine production d'entropie dont le niveau reflète 
l'intensité de ces transformations et donc le niveau du métabolisme. Etant 
donné que toute cette production d'entropie est exportée à l'extérieur de la 
cellule sous forme de produits, de déchets, d'échange ionique ou de 
chaleur, le système se trouve ainsi toujours dans un état stationnaire. 
C'est ici que la thermodynamique nous apprend qu'un tel système, 
s'il est régi par des lois physico-chimiques linéa ires, peut fonctionner à un 
état stationnaire produisant un minimum d 'entropie. Par contre, dans les 
systèmes régis par des lois physico-chimiques n on linéaires, ce qui est le 
cas des cellules vivantes, il peut exister différents minima de production 
d'entropie, donc différents niveaux stationnaire s, pour un même système 
suivant des paramètres internes et externes au système (fig. I-2). 
Cette théorie basée sur la thermodynamique des systèmes ouverts 
nous permet de comprendre ce qui arrive au système cellulaire lorsqu'il 
est soumis à des variations des paramètres de son environnement, tels 
que des stress (fig. I-3) ou une stimulation, ou à des variations internes, 
corn.me l'accumulation de modifications irréversibles telles que des 
mutations ou des délétion s de l'ADN, regroupées dans ce modèle sous le 
terme général d'erreurs. 
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3.2. Effet des perturbations et des stress sur la stabilité cellulaire 
Ainsi, si des modifications de l'environ nement surviennent, la 
cellule va s'en trouver immédiatement perturbée et les principales voies 
métaboliques vont s'en voir altérées, perdant ainsi leur caractère 
optimalisé, donnant l~eu par exemple à une perte d'activité par unité de 
substrat et de temps, et donc à une baisse générale du niveau de 
production d'entropie. 
Face à ces perturbations, la cellules peut réagir de différentes 
façons : tout d'abord via l'activation de mécanismes " senseurs" de stress 
tels que certains facteurs de transcription dont l'expression augmente ou 
qui sont activés lors de stress oxydatifs, ensuite par l'induction de 
mécanismes de défense envers ces perturbations, de même que des 
mécanismes de réparation et d'élimination des dommages, enfin, en 
permettant la néosynthèse de constituants endommagés. 
Deux cas de figure sont envisageables, soit la cellule est capable de 
réagir et induit les différents mécanismes que nous venons d'énumérer 
brièvement, soit elle en est incapable, et dès lors, elle peut soit mounr, 
soit se retrouver à un niveau de production d 'entropie inférieur où elle 
réoptimalise ses fonctions en tenant compte du nombre plus élevé 
d'erreurs. 
Ainsi, ce modèle permet de comprendre que lors du vieillissement, 
de même que lors de stress, le système cellulaire peut passer d'un niveau 
minimal de production d'entropie à un autre jusqu'à la mort cellulaire. 
On peut classer les stress dans 3 catégories principales suivant le 
type de réponse cellulaire qu'ils engendreront . 
Ainsi, le premier type de stress consiste en des stress de faible 
intensité et omniprésents. Ces stress regroupent par exemple les 
fluctuations de pH , de température, de la composition ionique mais aussi 
la présence de radicaux libres en faible quantité. Les dégâts occasionnés 
par ces stress sont sans cesse réparés. La cellule augmente ainsi 
légèrement les activités métaboliques liées à un ou des systèmes de 
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défense afin de se protéger et on assiste dès lors à une augmentation 
temporaire du niveau de production d'entropie puis à un retour au niveau 
de départ. 
Les stress d'intensité intermédiaire, qui peuvent être répétés, 
résultent de situations tout à fait anormales, pouvant refléter certaines 
conditions pathologiques : inflammation d'un t issu, présence de molécules 
toxiques, exposition répétée aux U.V. ou à la radioactivité, excès de la 
production de radicaux libres, etc. Dans ce cas de figure, les systèmes de 
défense et de réparation se retrouvent momentanément débordés et dès 
lors, on assiste à une accumulation irréversible du niveau d'erreurs et à 
une diminution du niveau de production d'entropie, autrement dit un 
abaissement irréversible de l'activité métabolique globale de la cellule, due 
à ces erreurs. Le système cellulaire doit alors réoptimaliser ses fonctions 
afin de se restabiliser à ce niveau métabolique inférieur. 
Enfin, lors des stress de forte intensité, les perturbations sont 
tellement importantes que la cellule n'est plus capable de retrouver un 
état d'équilibre dynamique et son niveau d'erreurs internes augmentant de 
façon continue, devient alors incontrôlable. La cellule n'est plus capable 
d'assurer son métabolisme de base et meurt. 
4. L'étude du vieillissement cellulaire in vitro 
4. 1. Bref historique 
Historiquement, les problèmes rencontrés par les études du 
vieillissement in vitro se confondent avec ceux rencontrés en culture 
cellulaire. 
Rappelons ainsi qu'au début des cultures cellulaires, en 1912, Alexis 
Carrel, mit en culture des cellules de muscles cardiaques de poulet qui 
proliférèrent pendant plus de 30 ans. Ainsi naquit le mythe de 
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Fig. 1-4 : Illustration du phénomène de sénescence 
réplicative des cellules en culture. Succession 
des phases de mise en culture (phase 1), de 
prolifération (phase Il) et de dégénérescence 
précédent la mort des cellules (phase III). 
jusqu'aux années '50 et d ifférents travaux ont montré par la suite qu'il 
s'agissait en fait d'un artefact expérimental. 
En 1916, Peyton Rous introduisit la culture en monocouche de 
cellules ainsi que l'utilisation de la trypsine pour détacher les cellules. 
Grâce aux différentes évolutions techniques telles que la mise au 
point de milieux de culture artificiels par des personnes portant un nom 
devenu maintenant commun dans les laboratoires de biologie cellulaire 
(Dulbecco, Eagle, etc.), de même qu'un contrôle plus ou moins strict du 
sérum y étant ajouté ainsi que l'amélioration des conditions de stérilité, 
les cultures cellulaires firent d'énormes progrès, suivies par l'étude du 
vieillissement in vitro. 
4.2. La sénescence réplicative 
C'est en 1961 que L. Hayflick et P. Moorhead (Hayflick, L. et 
Moorhead, P., 1961) réussirent à montrer l'évolution des capacités prolifé-
ratives des cellules au cou rs du temps. 
Ensemble, ils mirent au point les différentes étapes de mises en 
culture et de repiquage de cellules. 
Ils montrèrent également que des fibroblastes de poumon d'embryon 
humain mis en culture, se divisaient un nombre limité de fois, soit 
environ 50 passages en culture. Ils établirent que l'évolution des cultures 
pouvait se diviser en 3 phases: la phase I correspond à la mise en culture 
des cellules à partir du tissu d'origine, la phase II correspond à une 
croissance rapide et exponentielle des cellules, la phase III quant à elle, 
se caractérise par un ralentissement marqué des divisions cellulaires 
menant ensuite à un arrêt irréversible des mitoses (fig. I-4). 
Ce modèle, connu sous le nom de sénescence réplicative a ensuite 
été élargi à d'autres types cellulaires prolifératifs et à d'autres espèces 
animales, de telle sorte qu'il est actuellement accepté comme un modèle 
général du vieillissement in vitro des cellules à potentiel prolifératif limité . 
Ce modèle a servi de bases à plusieurs travaux et ceux-ci ont entre autres 
montré que cette évolution des cellules au cours des passages en culture 
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Fig. I-5 : Morphotypes mitotiques et post-mitotiques des 
fibroblastes humains WI-38. (1) Fibroblaste mitotique MFI 
(2) Fibroblaste mitotique MFII (3) Fibroblaste mitotique 
MFIII (4) Fibroblaste post-mitotique PMFN (5) Fibroblaste 
post-mitotique PMFV (6) Fibroblaste post-mitotique 
PMFVI (7) Fibroblaste post-mitotique dégénérescent 
PMFVII 
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Fig. 1-6 : (A) Proportions des fibroblastes mitotiques WI-
38 en fonction du nombre de passage en 
culture, MFI (G), MF II(♦) et MF III(■). 
(B) Proportions des fibroblastes post-
mitotiques WI-38 en fonction du nombre de 
passage en culture, PMFIV (G), PMF V ( ♦) et 
PMFVI ( ■). 
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Fig. 1-7 : Représentation schématique de la relation entre le 
niveau de production d'entropie et la succession des 7 
morphotypes. Le niveau métabolique diminue du 
morphotype I au morphotype VII. 
(Toussaint, O. et al, 1996) 
s'accompagnait de modifications morpho ogiques et biochimiques 
apparaissant progressivement. 
4 .3. Les morphotypes 
Parmi ces études, nous pouvons citer les études de l'équipe de K. 
Bayreuther (Bayreuther, K. et al, 1988), - qui, notons-le au passage, a 
travaillé avec Dulbecco pour la mise au point de milieux de culture - qui 
ont montré qu'il était possible de classer les fibroblastes humains en 7 
classes morphologiquement bien distinctes au cours de leurs différents 
passages en culture. Bayreuther avait émis l'hypothèse que ces différents 
" morphotypes" correspondaient à des états d istincts de différenciation. 
Actuellement, aucune étude n'a encore pu argumenter de façon décisive 
cette hypothèse. Quoiqu'il en soit, ces morphotypes constituent un 
excellent outil pour étudier la sénescence cellulaire in vitro et ce concept a, 
par exemple, été utilisé pour étudier u n effet accélérateur du 
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vieillissement lors de stress sublétaux au tert-butylhydroperoxyde (t-BHP) 
et à l'éthanol (Toussaint, O. et al, 1992b). 
On peut classer ces morphotypes en 3 stades : les morphotypes 
mitotiques (MF I, II et III) présents en qu antité abondante dans les 
cultures jeunes, les mor ph otypes post-mitotiques (PMF IV, V et VI) 
apparaissant progressivem ent au fil des passages en culture et enfin le 
morphotype VII correspondant aux cellules nécrotiques (fig. 1-5). 
Chacun de ces stades est caractérisé par des critères 
morphologiques et biochimiques précis. 
Les proportions des différents morpho pes varient en fonction du 
nombre de doublements de population atteint par les cellules en culture 
(Toussaint, O. et al, 1992b) (fig. 1-6). 
Notons qu'il existe u n lien théorique entre ces morphotypes et la 
thermodynamique des systèmes ouverts. En effet, cette théorie peut poser 
que chacun des stades représente un état stationnaire de production 
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Fig. 1-8: Schéma de la réplication de l'ADN par l'ADN polymérase. 
(Lodish, H. et al, 1997) 
4.4. L'activité 13-galactosidase associée à la sénescence 
L'équipe de J. Campisi (Dimri, G.P. et a l, 1995) a mis en évidence 
chez les cellules sénescentes, c'est-à-dire n'étant plus capables de se 
diviser, une activité enzym atique ~-galactosidase qui leur est propre et 
pour cette raison nommée " Senescence-Associated ~-galactosidase 
Activity" (SA ~-gal). En effet, celle-ci semble différer de l'activité 
lysosomiale de cette enzyme active chez les cellules jeunes à un pH 
optimal de 4 puisque son optimum d'activité se situe à pH 6 . 
L'origine de cette activité est toujou rs inconnue, plusieurs 
hypothèses sont proposées : 
- il pourrait s'agir d'une augmentation de l'activité ~-gal 
"classique", dont le pic de pH optimal s'élargirait et qui deviendrait dès 
lors détectable à pH 6 . Un argument intéressant en faveur de cette 
hypothèse est qu'on a o servé l'augmentation de la taille des lysosomes 
chez les cellules sénescentes (Remacle, J . et al, 1980). 
- soit il s'agit de l'expression d'une forme de l'enzyme épissée de 
façon différente ou soumise à une protéolyse post-traductionnelle, et 
qui aurait dès lors une activité optimale à pH 6 suite à des 
modifications tridimens· a n nelles du site actif. 
Quoiqu'il en soit, il s 'agit d'un excellent biomarqueur des cellules 
sénescentes in vitro. 
4.5. Le raccourcissement des télomères 
Les télomères sont des parties non codantes du génome situées 
aux extrémités des chromosomes et constituées de la répétition d'une 
courte séquence consensus (TIAGGG chez l'h omme) . A la naissance, ils 
ont une longueur d'environ 10 à 15 kb, qui diminue au cours des divisions 











Fig. 1-9 : Schéma du mode d'action de la télomérase. La 
télomérase (représentée ici par 2 ronds gris) 
reconnaît le télomère et les dernières bases 
ITGGGG répétées s'apparient avec la région 
CAACCCCAA de son composant en ARN. Via des 
translocations, de l'ARN est copié à la fin de la 
région télomérique et peut ensuite servir de base à 
la synthèse d 'ADN. 
(Greider, C. et Harley, C., 1996) 
Cette perte se chiffre aux environs de 50 à 150 pb par passage en culture 
in vitro et 15 à 50 pb par an in vivo. 
La raison de ce raccourcissement trouve son ong1ne dans le mode 
d'action de l'ADN-polymérase lors de la réplicat ion (fig. 1-8) . En effet, l'ADN 
polymérase ne peut qu'avancer dans le sens 5'-3 ', donnant lieu ainsi à la 
synthèse d'un brin continu et à la synthèse d'u n brin discontinu, formé de 
fragments d' Okazaki reliés ensuite entre eux par une ligase. C'est au 
niveau de ce brin que se trouve l'explication. En effet, l'ADN-polymérase a 
toujours besoin d'une amorce d'ARN pour lui permettre de synthétiser le 
brin complémentaire, cette amorce est ensuite excisée grâce à l'activité 5'-
3' exonucléase de l'ADN-polymérase lorsqu 'elle arrive au début du 
fragment précédent .. Or, avec ce système, on perd toujours la dernière 
amorce d'ARN qui ne pourra être remplacée par de l'ADN et qui finira par 
être dégradée, menant ainsi à un raccourcissement des télomères . 
Ceci n'est plus vrai chez les cellules germinales et les cellules 
immortelles, comme les cellules cancéreuses (Greider, C. et Harley, C., 
1996). Chez ces cellules, la longueur des télom ères reste constante au fil 
des divisions cellulaires. Ceci est dû à l'activité d'une télomère synthase 
(la télomérase) qui est constituée d'un site catalytique capable de 
polymériser des désox:yribonucléotides sur u n e matrice d'ARN et la 
molécule d'ARN elle-même qui constitue cette matrice (fig. 1-9) . 
Ces observations ont donné lieu à l'élaboration d'une nouvelle 
théorie du vieillissement dans laquelle on émet l'hypothèse que le 
raccourcissement des télomères devient tellem en t important à partir d'un 
moment qu'il va entraîner l'arrêt du cycle cellu laire. Deux propositions 
sont avancées afin d'expliquer cet arrêt : tout d 'abord, la possibilité que ce 
raccourcissement finisse par affecter des gènes qui précéderaient ces 
télomères, ces quels gènes pourraient eux-mêmes jouer un rôle dans le 
cycle cellulaire qui serait donc affecté, ou bien la possibilité que la cellule 
perçoive ces raccourcissements comme des dom mages via l'activation par 
exemple de p53 qui pourrait lui-même activer p2 1, ce qui mènerait à l'arrêt 
du cycle. Quelle que soit l'explication avancée , les télomères sont donc 

























Dcscription/function Expression Rcfcrcnces 
Cyclin-dependent pro tein k.inase-2 Cl Afshari et al. ( 1993 l 
Cyclin A, activator of cdk kinase Late Gl Stein et al. ( 1991); Afshari et 
al. (1993) 
Active cdc2 kinase componcms G2/M Stein et al. (1991) 
Dihydrofolate reductase Late Gl/S Fang and Chen (1993, 1994) 
Component of E2F transcription factor Mid-late G l Dimri et al. ( 1994) 
Serine protease inhibitor GO Fignolo et al. (1993) 
Component of AP-1 transcription factor Early GO/ G l Seshadri and Campisi ( 1990) 
Growth arrest-specific genes GO Cowled et al. (1994) 
Replic.ition-depende t histones Late Gl/S Zambetti et al. ( 1987); Sesha-
dri and Campisi 11990) 
Heat shock proteins 70 and 90 S tress-ind uci ble Liu et al. ( 1989); Chai et al. 
lace G l/S (1990); Luce and Cristo-
falo 11992) 
Inhibitors of bHI..H u:a.b..scription factors Early and mid-Gl Hara et al. (1994) 
Insulin-like growth f.actor-1 Gl Ferber et al. (1993) 
lnterleukin-6 multifunctiona.l cytokine Gl Goodman and Stein (1994) 
Large ribosomal subnnit protein Constitut ive Seshadri et al. (1993) 
Tissue inhibitor of metalloproteinase GO/Gl Wick et al. ( 1994) 
Proliferating ceil nuclear antigen/ Late Gl/S Chang et al. (1991) 
DNA polymerase o function 
DNA polymerase a Late Gl/S Pendergrass et al. (1991) 
Ribonucleotide reductase Late Gl/S Fang and Chen (1993, 1994) 
Tissue inhibitor of meta.lloproteinase GO West et al. (1989); Millis 
et al. (1992) 
Thymidine kinase Late Gl/S Fang and Chen (1993, 1994) 
Thym.idylate synthetase Late Gl/S Fang and Chen (1993, 1994) 
Tableau 1-1 Gènes réprimés ou sous-exprimés chez les fibroblastes 
humains sénescents 
(Campisi, J. et al, 1996) 
Gem:/procein 
Cachepsin B 
Collagen, a 1, 2 (I) 
Collagenase 










Descri pci..on / funccio n 
Protease 
Extracel lular macrix componcnc 
Procease; excracellular macri.x reroodding 
Regulacory components of cdks 
Procein synthesis dongacion factor 
Extracellular matrix c=ponenc 
Insulin-like growth facror binding protein 
lnterleukin-la and -113 cytokines 
Cyclin-dependent kinase in.b.ibitor 
Senescence-associated gene, function unknown 
Nuclear protein, associates with pRb 
Protease; exuacellular matrix remodeling 
Calcium binding protein 
Rd cr en ces 
DiPaolo et al. ( 1992) 
Murano et al. ( l 99 1) 
West et al. ( 1989); Millis et al. 
(1 992) 
Dulie et al. (1 993) 
Giordano et al. ( 1989) 
Pan er et al. ( 1990); Murano et al. 
(1 99 1) 
Murano et al. (1991) 
Kum.u et al. ( 1992) 
Nada et cl. (1994) 
Wisuom and Villepomeau (1992) 
Wang (1985) 
Millis et al. (1992) 
Liu et al. ( 1994a ] 









(Campisi, J. et al, 1996) 
Description/function Modification Refercnces 
Cyclin-dependent protein lei- Inhibition of activity1 p21 as- Dulie et al. (1993) 
nase; Cl progression socution 
Extracell'ti..lar macrix component Novel antigenic determin.ant Paner et al. (1990) 
hsp 70-related Inttacell ular lociliz.a tian Wadhwa et al. (1993) 
1ùmor suppressor, growth in- Lack of phosphorylation Stein et al. (1990) 
hibitor 
Growth inhibitor Loss of low-MW form; phos- Liu et al. (1994 b) 
phoryutionl 
Lysosonull /unknown Proteolysis to smaller pept ide Wang and Tomaszew· 
ski (1991) 
Tableau 1-3 : Modification post-traductionnelle chez les 
fibroblastes sénescents. 




1 cdc2 1 
SENESCENT CELL 
Fig. 1-10: Régulation du cycle cellulaire chez les fibroblastes 
jeunes et sénescents. 
Les composants entourés de gras sont ceux qui sont 
sur-exprimés lors de la sénescence, ceux entourés 
d 'une ligne discontinue voient quant à eux leur 
expression diminuer au cours du vieillissement. 





nombre de divisions réalisées et enclenchant la sénescence à partir d'un 
certain nombre de divisions. 
Notons enfin que de récentes recherches (Bodnar, A. et al, 1998) ont 
montré que des fibroblastes pouvaient voir leur capacité proliférative 
augmentée d'au moins 20 passages en culture lorsqu'ils étaient 
transfectés par des vecteurs contenant la télomérase, ce qui argumente 
favorablement l'hypothèse d'un lien entre le raccourcissement des 
télomères et la sénescence cellulaire in vitro. 
4.6. Modulation de l'expression génique au cours du temps 
(pour une revue, voir Campisi, J. et al, 1996) 
Plusieurs gènes voient leur expression varier au cours du temps. On 
peut les classer en 2 catégories : les gènes intervenant dans le cycle 
cellulaire et les gènes liés à des fonctions spécifiques assurées par le type 
cellulaire étudié. Nous allons nous attacher ici plus particulièrement aux 
gènes dont l'expression varie chez les fibroblastes humains (tableaux I, II 
et III). 
4.6.a. Variations dans l'expression des gènes impliqués dans le cycle cellulaire 
(fig.I-10) 
Une des caractéristiques majeures de la cellule sénescente est 
qu'elle est incapable de se diviser. C'est au n iveau de la transition entre 
les phases G 1 et S du cycle cellulaire qu'un blocage apparaît, rendant 
impossible aux cellules la transition en phase S. On peut classer les 
gènes impliqués dans le cycle cellulaire et qui voient leur expression 
varier en 4 catégories : 
• Gènes de réponse précoce 
Les gènes de réponse précoce sont des gènes qui sont induits 
dans les minutes qui suivent une stimulation par des facteurs de 
croissance. La plupart de ces gènes sont plus ou moins bien exprimés 
lors de la sénescence, toutefois, 2 gènes, le proto-oncogène c-fos et les 
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gènes Id-1 et Id-2 voient leur express10n inh ibée. Puisque ces gènes 
sont nécessaires au passage en phase S, ceci nous donne déjà une 
première explication de l'arrêt des capacités prolifératives chez les 
cellules sénescentes. 
• Gènes impliqués dans la transition Gl/S 
Plusieurs gènes nécessaires à la transition entre les phases G 1 
et S ne sont plus exprimés dans les cellules sé_nescentes. Citons par 
exemple les gènes de réplication histones-dépendants qui ne sont plus 
exprimés, ou encore le facteur de transcription E2F, nécessaire à la 
transcription de gènes impliqués en G 1/8. En fait, E2F contrôle 
l'expression de certains gènes dont les protéines sont responsables de 
la réplication du matériel génétique comme par exemple la thymidine 
kinase, la thymidilate synthétase et la dihydrofolate réductase. 
• Cyclines et kinases dépendantes de cyclines 
Plusieurs cyclines et kinases dépendantes de cyclines (cdk) 
responsables de la régulation des phases G 1 et G2 voient leur 
expression diminuer au cours du temps. 
Ainsi, on assiste par exemple chez les fibroblastes humains à une 
sous-expression de cdk2, des cyclines A et B ainsi que des cdk 
dépendantes des cyclines E et D. Une diminution de la quantité de 
cycline D peut être responsable d'une d iminution d'activité des 
complexes cdk4/cycline Dl et cdk6/cycline Dl, diminuant ainsi le 
niveau de phosphorylation de la protéine de rétinoblastome, pRb. 
• Inhibiteurs de croissance 
Enfin, on remarqu e également une sur-expression d'inhibiteurs de 
croissance tels que p53 et p21. Une hyp phosphorylation de pRb est 
également présente chez les cellules sénescentes, qui forme alors un 
complexe avec E2F, rendant ce dernier incapable d'initier la 
transcription de gènes cités ci-dessus. 
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En résumé, les causes immédiates permettant d'expliquer l'arrêt des 
capacités prolifératives ch ez les cellules sénescentes sont d'une part la 
sous-expression ou l'inact ivation d'effecteurs positifs et d'autre part une 
sur-expression d'inhibiteurs du cycle cellulaire. 
4.6.b. Variation de l'expression de gènes impliqués dans des fonctions 
spécifiques 
Divers gènes responsables de fonctions spécifiques du type 
cellulaire étudié voient leu r expression altérée au cours du vieillissement. 
On peut citer par exemple une augmentation de la transcription des gènes 
IL-1 a et !-CAM chez les cellules endothéliales. 
4. 6. c. Causes de ces variations 
Face à ces modifications dans l'expression des gènes, plusieurs 
hypothèses sont émises : 
• Tout d'abord, il pourrait s'agir d'une dérégulation de l'expression 
des facteurs de transcription impliqués dans l'activation de ces gènes. 
Comme exemple, nous pouvons citer le gène c-fos dont la 
transcription diminue au cours du temps. Dès lors, sa protéine sera 
exprimée en plus faible quantité, ce qui aura pour conséquence directe 
une diminution de la formation du facteur de transcription AP-1, formé 
des protéines c-fos et c-jun. De ce fait, les gènes normalement activés 
par AP-1 ne seront plus transcrits. 
• Ensuite, sachan t que la disponibilité en énergie libre diminue 
au cours du temps, on comprend intuitivement que cette baisse 
d'énergie puisse avoir u n impact sur l'expression de certains gènes 
normalement fortement transcrits. En effet, les étapes de transcription 
et de traduction demandent de l'énergie, or, si la disponibilité en 
énergie d iminue, les gènes ne seront plus, ou en tous cas mmns, 
exprimés. 
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• L'efficacité des systèmes de défense diminue aussi au cours du 
vieillissement, ce qui peut avoir un effet sur l'expression de certains 
gènes. Ainsi, par exemple, les systèmes antioxydants deviennent de 
moins en moins aptes à pouvoir protéger les cellules envers les effets 
néfastes des radicaux libres dérivés de l'oxygène et les systèmes de 
réparation de l'ADN voient leur activité diminuer. Ceux-ci peuvent donc 
agir indirectement sur le bon déroulement de l'expression des gènes, ou 
sur une modification du potentiel rédox intracellulaire, déterminant 
l'activation ou l'inactivation de certains facteurs de transcription. 
• Enfin, le génome présente des altérations dans les cellules 
âgées, ce qui peut avoir un effet néfaste sur l'expression de gènes. 
Ainsi, l,ADN mitochondrial peut subir plusieurs délétions différentes au 
cours du temps. Dès lors, on peut supposer qu e les délétions de l'ADN 
mitochondrial sont responsables de modifications dans l 'expression de 
certains gènes codés par le génome mitochondrial. Ainsi, dans certains 
types cellulaires métaboliquement très actifs , ces délétions peuvent 
causer un manque d'ATP dans les cellules âgées, citons par exemple les 
myocytes squelettiques où l'on note une perte significative d'activité de 
la cytochrome oxydase, dont certaines sous-unités sont codées par 
l,ADN mitochondrial. 
4. 7. Relations entre stress et vieillissement in vitro 
Lorsque des cellules jeunes sont soumises à une série de stress 
sublétaux répétés suivant le modèle élaboré au laboratoire, il a été montré 
que les cellules semblaient subir un vieillissement accéléré. 
En effet, plusieurs biomarqueurs du vieillissement ont été testés 
sur des cellules contrôle et des cellules stressées et on observe que ces 
dernières semblent vieillir plus vite que les autres. 
Ainsi, au niveau des morphotypes, des expériences de stress unique 
au t-BHP ont montré un effet d'accélération du vieillissement, illustré par 
la diminution de la proportion de morphotypes dits jeunes (I et II) au profit 
d,une augmentation des morphotypes dits âgés (de III à VI) dans la 
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population de départ. Le morphotype VII n'est, quant à lui , généralement 
pas observé car il s'agit d'un morphotype dégén ératif et donc disparaissant 
rapidement (Toussaint, O. et al, 1992b). 
On a également démontré, au moyen d'u n stress par jour pendant 1 
à 5 jours, que la progression de la population vers les morphotypes âgés 
dépend directement du nombre de stress effectués. 
En ce qui concerne l'activité ~-gal associée au vieillissement, une 
augmentation de la proportion de cellules présentant cette activité a été 
observée, après des stress successifs au t-BHP. La tendance est donc 
également confirmée pour ce biomarqueur. 
Au niveau du raccourcissement des télomères, il a été montré que 
lors de s t ress sous une atmosphère contenant 40% d'oxygène, ce 
raccourcissement était bien accéléré lors des stress menant jusqu'à des 
pertes de 500 pb par doublement de population (Von Zglinicki, T. et al, 
1995). 
Enfin, en ce qui concerne l'expression génique, plusieurs gènes, 
dont l'expression varie chez les cellules sénescentes et qui ont été 
découverts par E. Gonos et son équipe (Gonos, E. et al, 1998), à savoir une 
sur-expression chez les fibroblastes humains des gènes fibronectine, al-
procollagène, ostéonectine, ApoJ, GTP-a, cytochrome c oxydase et SM22 
voient leur expression varier de façon similaire chez des cellules soumises 
à des stress sublétaux répétés. 
Tous ces résultats semblent indiquer que les conditions de stress 
sublétaux agissent comme des agents accélérateurs du vieillissement in 
vitro 
(Toussaint, O. et al, 1998) . 
Puisque ceci avait été démontré, nous avons décidé d'analyser de 
plus près les modifications de l'expression génique au cours de ces stress 
et du vieillissement cellulaire in vitro via la technique du differential 
display qui permet de comparer plusieurs populations à la fois, et ainsi de 
rechercher les gènes dont l'expression varie lors de ces stress et qui sont 
communs avec les cellules sénescentes. 
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5. Le Differential Display 
Le differential display, technique que nous avons utilisée lors de ce 
travail, est une technique permettant de comparer l'expression génique à 
.partir des ARN-m de différentes populations cellulaires préalablement 
choisies. Il s'agit d'un outil très intéressant car, si le génome des 
organismes supérieurs compte aux environs de 100.000 gènes, seule une 
fraction de ceux-ci, généralement estimée à 15%, est transcrite et 
exprimée dans une cellule d'un type donné. Ces gènes contrôleront toutes 
les fonctions cellulaires, telles que le développement et la différenciation, 
de même que l'homéostase, la régulation du cycle cellulaire, la réponse 
des cellules aux attaques extérieures etc. L'expression de ces gènes peut 
elle-même varier au cours de la durée de vie cellulaire, lors du 
développement par exemple, mais elle peut également être altérée sous 
différentes conditions comme les états pathologiques tels que le cancer. 
Plusieurs techniques ont été mises · a u point afin d'étudier cette 
expression génique. Après avoir présenté les techniques plus anciennes , 
considérées comme les techniques "classiques" d 'étude de l'expression 
génique, nous présenterons la technique du differential display ainsi que 
d 'autres techniques récemm ent proposées. 
5.1. Les techniques " classiques " d'étude de l'expression 
gen1que 
La technique qui a sans doute le plu s révolutionné l'étude de 
l'expression génique est sans nul doute la technique du Northern Blot . 
Dans celle-ci, une sonde marquée d'ARN ou d 'ADN-complémentaire (ADN-
c) du transcrit recherché est mise en contact avec l'ensemble des ARN-m 
extraits de la cellule et s'hybride avec sa séquence complémentaire. 
Présentée en 1977, elle res te toujours une tech nique de référence. 
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Isolement des ARNm poly(A)' 
-AAAA 
Fabrication d'un ADNc marqué par du 32P 
-AAAA 
-TTTT 
Hybridation de l'ADNc avec les ARNm 
~----d"--e"--'-'l'a=,utre c~re'-'ll=u-"'le'--------, 
- AAAA < .-------,-----, 
-TTTT 
On répète l'hybridation 
- AAAA 
-TTTT 
Isolement de l'ADNc qui NE s'hybride PAS 
-TTTT 
Hybridation de l'ADNc 
avec l'ARNrn de la même cellule 
-AAAA 
-:-----TTTT 
Caractérisation des clones qui réagissent 
Extraction des ARN polysornaux 
du second type cellulaire 
Isolement des ARNm poly(At 
1 
- AAAA 
Fig. 1-11 : L'hybridation soustractive. 
(Lewin, 1998) 
Une autre technique la RNAse protection assay, permet elle aussi 
de quantifier l'expression d'un ARN-m étudié. Ici, l'ADN complémentaire 
de l'ARN-m recherché est ajouté à l'ensemble des ARN-m extraits et va 
s'hybrider avec l'ARN-m dont il est complémentaire. Cet hybride double-
brin est ensuite ainsi p::-otégé de l'action d'une nucléase coupant les 
simples brins qui va ex:iser tous les autres ARN-m. L'hybride peut 
ensuite être visualisé sur un gel d'électrophorèse. 
Bien que ces techniques soient d'excellent s outils pour étudier des 
différences d'expression d~ gènes, leur principal désavantage est qu'elles 
ne permettent d'étudier qu'un faible nombre de gènes à la fois et que ces 
gènes doivent être de séquence connue, ce qui ne permet pas d'étudier les 
variations d'expression de gènes encore inconnus, ni de découvrir de 
nouveaux gènes. 
Suite à ces considérations, une nouvelle technique fut mise au 
point, !'Hybridation soustractive (fig. I-11). Le principe en est le 
suivant, on extrait tout d'abord les ARN-m d'u ne population prise comme 
référence, on en réalise ensuite de l'ADN-c marqué qu'on va ensuite 
hybrider avec les ARN-m d'une autre population étudiée. On récupère 
ensuite les ARN-m qui ne se sont pas hybridés, c'est-à-dire les ARN-m 
qui n'étaient pas exprimés dans la première population, puis, via la 
construction de banques d'ADN-c, on recherche les gènes auxquels ils 
correspondent. 
Cette technique a été utilisée avec succès dans différentes études 
et plusieurs améliorations ont été proposées afin d'augmenter son 
efficacité (Diatchenko, L et al, 1996). 
Toutefois, elle a 2 désavantages majeurs : tout d'abord, elle ne 
permet pas la comparais n de plus de 2 populations et ensuite, elle 
nécessite une grande qu a:itité d'ARN de départ, ce qui n'est pas toujours 
évident à obtenir à partir de systèmes in vitro délicats. 
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Analysis of amplified cDNAs 
on a sequencing gel 
A B 
--
Fig. 1-12 : Le differential display. 
(Kozian, D. et al, 1999) 
Plusieurs techniques ont depuis été plus récemment mises au 
point, afin de permettre une analyse plus complète, plus rapide et 
nécessitant moins d'ARN. 
5.2. Le differential ~isplay (fig. I-12) 
Cette technique, mise au point en 1992 par P. Liang et A. Pardee 
(Liang, P. et Pardee, A., 1992) fut tout d'abord présentée comme une 
technique sûre et rapide de comparaison de l'expression génique dans 
deux ou plusieurs populations. Toutefois, des améliorations durent y être 
apportées par la suite afin de diminuer le nombre élevé de faux-positifs 
générés par cette technique (Liang, P. et Pardee, A., 1995). Les différentes 
étapes de cette technique seront expliquées en détails dans la partie 
Matériels et Méthodes e ce travail, en voici néanmoins le principe 
général. 
On extrait tout d'abord l'ARN total des cellules qu'on rétro-transcrit 
dans un premier temps à l'aide de 4 amorces poly-T TVA, TVT, TVC et TVG 
(correspondant à la formule T15VN, où V= A, C ou G et N = A, C, G ou T). 
Ces amorces poly-T vont s 'hybrider à la queue poly-A des ARN-m et 
permettre leur sélection à partir de l'ARN total. De plus, elles vont nous 
permettre de diviser la population totale d'ARN-m en 4 sous-populations 
(suivant la base représentée en N) . Ensuite, on amplifie par 
polymérisation en chaîne (PCR) l'ADN-c néo-synthétisé en utilisant 2 
amorces, les amorces pol -T ayant servis à la rétro-transcription et une 
série d'amorces "aléatoires" arbitrairement choisies. Cette PCR est 
réalisée avec des oligonucléotides marqués radioactivement. On génère 
ainsi une série d'amplicons qu'on sépare sur gel de polyacrylamide. On 
récupère ensuite les band.es d'intérêt à partir de ces gels, c'est-à-dire les 
bandes absentes ou présentes uniquement dans une des populations, ou 
celles dont l'intensité varie dans ces populations. Puis on en extrait 
l'ADN-c qu'on peut alors réamplifier, cloner et séquencer. 
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Les pnnc1paux avantages de cette technique par rapport aux 
techniques plus classiques et principalement par rapport à l'hybridation 
soustractive sont, d'une part, la possibilité de comparer plus de 2 
populations cellulaires à la fois, et, d'au tre part, la possibilité de 
visualiser une variation de l'expression de l'ordre de 10 à 15 fois, 
précédemment indétectable par l'hybridation soustractive. De plus, elle 
permet d'avoir une appréciation rapide de la quantité de transcrits 
différentiellement exprimés. Enfin, critère non négligeable, elle ne 
nécessite que peu d'ARN total de départ, de l'ord re du µg, voir du ng, au 
lieu des centaines de n g n écessaires à l'hybridation soustractive. 
Toutefois, le principal inconvénient de cette technique reste 
toujours la présence de faux-positifs. Ainsi, malgré les différentes 
améliorations qui lui ont été apportées afin de diminuer leur nombre 
(traitement préalable de l'ARN à la DNAse, augmentation de la taille des 
amorces, augmentation de la température d'hy ridation lors de la PCR ... ), 
ceux-ci restent tout de même un inconvénien t dont il faut tenir compte 
dans cette technique, bien qu'ils soient, notons-le, également présent 
dans l'hybridation soustractive . 
Enfin plusieurs au tres améliorations ont é té apportées. Citons a1ns1 
des recherches qui ont été effectuées afin de limiter les recoupements 
possibles lors de l'utilisation des amorces " aléatoires " arbitrairement 
choisies, ce qui entraîn e qu'un même ARN-m peut être amplifié par 
différents couples d'amorces , et donc plusieurs fois présent sur des gels 
différents. Dès lors, une nouvelle approche, appelée " l'échantillonnage 
systématique" en opposition à " l'éch a n tillonnage aléatoire" 
précédemment expliqué, a été présentée (Matz, M. et Lukyanov, S., 1998) . 
Cette technique permet de choisir les amorces de telles sortes qu'un 
même ARN-m ne puisse ê tre amplifié plus d'une seule fois , et de ce fait, 
plus aucun recouvrement n'est possible. 
Malgré ceci, le differential display est toujours représenté comme la 
méthode la plus fiable pou r comparer l'expression génique de plusieurs 
populations cellulaires, de même que pour rechercher l'expression de 
nouveaux gènes et de nombreuses études ont é té réalisées avec succès en 
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----------AAAAAAAAA 
Il 1 1 1 1 1 1 1 1 
Tester 
Digest linker 
Ligate new linker 
Cut tester and driver cDNA 
with a frequently cutting 
restriction endonuclease, 
ligation of linkers, fill in , PCR 
Driver 
j Digest linker 
Hybridize in a 1: 100 ratio 
j 
Only tester-tester hybrids are amplified 
Fig. 1-13 : L'analyse différentielle représentative (RDA). 
(Kozian, D. et al, 1999) 
utilisant cette technique. Citons comme exemple les travaux de M. 
Linskens et son équipe qui nous intéressent tout particulièrement 
puisqu'ils ont utilisé cette technique afin de rechercher des différences 
d'expression entre des cellules jeunes et des cellules âgées (Linskens, M. 
et al, 1995) . 
Outre le differential d isplay, d'autres techniques plus récentes ont 
aussi été proposées pour l'analyse différentielle des gènes dont l'analyse 
différentielle représentative (RDA), l'analyse en série de l'expression des 
gènes (SAGE) ainsi que les microchips à ADN. Nous allons maintenant en 
expliquer leur principe général ainsi que leurs avantages respectifs . 
5.3. L'analyse différentielle représentative {RDA) {fig. I-13) 
Dans cette méthode, 2 populations sont comparées, une population 
pnse comme référence et une population-test (Lisitsyn,N. et al, 1993). 
Après avoir extrait l'ARN, on en réalise une restriction à l'aide d'une 
endonucléase coupant fréquemment. On ajoute ensuite des ligands aux 
bouts excisés puis, on remplit les vides avec une polymérase afin d'avoir 
une population double-brin . On amplifie ensuite le tout, puis on enlève les 
ligands qu'on remplace par d'autres uniquement dans la population-test. 
Ensuite, on met les 2 populations en contact l'une de l'autre dans un 
rapport de 1 : 100 afin que tous les transcrit s de la population-test 
identiques à ceux de la population de référence s'hybrident bien avec leurs 
homologues de l'autre population, puis on réamplifie uniquement les 
homoduplexes de la population-test en u t ilisant comme amorces les 
séquences des ligands. 
Le principal avantage de cette technique est qu'elle permet 
l'amplification de transcrits rarement exprimés et donc la détection de 
ceux-ci. 
Tout comme le differential display, la RDA a été utilisée avec succès 
dans plusieurs études et a par exemple permis de mettre en évidence des 
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Fig. 1-14: L'analyse de l'expression génique en série (SAGE). 
(Velculescu, V. et al, 1995) 
gènes exprimés de façon différentielle lors du développement, de 
pathologies et de stimulations aux facteurs de croissance. 
5.4. La technique SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) 
(fig.1-14) 
Cette technique, assez complexe dans sa mise en œuvre, permet de 
mettre en évidence les gènes exprimés dans une cellule, dans une 
condition donnée et ce, de manière aussi bien quantitative que qualitative 
(Velculescu, V. et al, 1995). De plus, elle permet de comparer l'expression 
de gènes sous différentes conditions données. Le principe de base de cette 
technique se fonde sur le présupposé suivant: une séquence 
nucléotidique d'environ 9 pb (sequence tag), située à un endroit précis dans 
la séquence du transcrit est assez spécifique que pour différencier entre 
eux 4 9 , soit 262 144 transcrits différents, ce qui semble bien au-delà de la 
limite du nombre de gènes exprimés dans une cellule à un moment donné. 
Le principe de l'isolement de ce sequence tag spécifique donc de chaque 
gène est le suivant: 
• tout d'abord la population d'ARN-m ex traits de la population 
cellulaire à étudier est rétro-transcrite en ADN-c double-brin à l'aide 
d'amorces poly-T biotinylées. Ces ADN-c sont ensuite mis en présence 
d 'une enzyme de restriction (anchori.ng enzyme), choisie pour sa capacité 
à couper relativement fréquemment l'ADN (ceci afin de s'assurer que 
chaque transcrit soit au moins clivé une fois) , et sont ainsi clivés. 
• ensuite, on isole les ADN-c via leur extrémité 3' en les mettant 
en présence de billes de streptavidine. Ainsi, on récupère tous les 
transcrits qui ont été clivés au site le plus proche de leur extrémité 3'. 
Ces ADN-c sont ensuite séparés en 2 populations en fonction 
desquelles on leur lie (côté 51 un type spécifique de ligand (A ou B). Ces 
ligands ont la caractéristique de contenir eux-mêmes un site de 
restriction pour une enzyme de type IIS ( ta gged enzyme), ce type 
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d'enzyme ayant la particularité de couper à bouts francs un nombre de 
bases fixes après avoir reconnu leur site de restriction. 
• on met en présence les ADN-c couplés à leur ligand et les 
enzymes de type IIS et on obtient ainsi de l'ADN composé d'un ligand, 
de 2 sites de restriction (un pour la tagged enzyme, puis un autre pour 
l'anchoring enzyme) et d'une suite de plus ou moins 10 pb spécifique du 
transcrit. 
• après cette étape, ces ADN-c sont liés deux à deux formant 
ainsi des dimères appelés ditag par combinaison aléatoire. Ces ditag 
peuvent ensuite être de nouveau clivés par l'anchoring enzyme et 
associés par dizaines puis cloner dans des vecteurs qui serviront au 
séquençage. Ensuite, une recherche dans les banques de données peut 
commencer et permettr e de trouver les gènes correspondants. 
5.5. Les micro-damiers à ADN (DNA microarray) 
Ici, les micro-damiers à ADN sont réalisés en utilisant comme 
trappeurs des produits de PCR, de l'ADN-c ou encore de l'ADN cloné qu'on 
va ensuite lier à un support solide comme des filtres de nylon, des 
supports en verre ou en silicone (Schena, M. et al, 1995). Ensuite, on 
extrait l'ARN d'une popula ion donnée qu'on met en contact avec le micro-
damier. Si les séquences son t complémentaires, il y a hybridation, puis, il 
peut y avoir révélation suivant différentes tech niques comme l'utilisation 
de sondes fluorescentes, etc. 
Ainsi, certaines firmes commercialisent des micro-damiers portant 
des oligonucléotides de séquence homologue à celle de par exemple 10.000 
gènes, tous ces gènes peu vent donc être testés en une seule expérience. 
Le grand avantage de ce te technique est qu 'elle permet une analyse 
directe et rapide des résultats. Beaucoup d'étu des sont encore réalisées 
afin d'améliorer la sensibilit é de la révélation ainsi que l'adhésion des 
trappeurs au support. 
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En conclusion, on peut ainsi voir qu'il existe une série de méthodes 
permettant d'analyser les différences d'expression des gènes. Chaque 
technique ayant ses pro res avantages et inconvénients. C'est donc à 
l'utilisateur d'effectuer un choix en fonction de ses besoins et des 
caractéristiques de son expérience. 
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But du ttavall 
Comme nous venons de le présenter, les stress répétés sublétaux 
induisent à long terme rm phénotype proche du vieillissement cellulaire in 
vitro, nous en avons pour p reuve la présence de biomarqueurs du 
vieillissement chez les cellules soumises à ces stress. 
Dès lors, on est en mesure de se demander quels sont les 
mécanismes moléculaires impliqués dans ce vieillissement accéléré in 
vitro. 
Une première façon d'y arriver consiste à rechercher des gènes dont 
l'expression varie lors de stress répétés au t-BHP ou à l'éthanol et lors de 
la sénescence. Et c'est dans le cadre de cette recherche de gènes 
communs à ces 2 conditions que s'inscrit notre travail. 
Le but de ce trava1 étant de retrouver des gènes dont l'expression 
vane de pair chez les cellules s t ressées et les cellules sénescentes, d'en 
identifier la fonction et de rechercher un lien entre leur variation 
d'expression chez ces 2 types de cellules. Ce qui nous permettrait ainsi de 
trouver des gènes communs au vieillissement cellulaire accéléré in vitro et 
au vieillissement cellulaire normal. 
Pour cela, nous avons choisi d'utiliser la technique du differential 
display qui permet de comparer l'expression génique entre plusieurs 
populations cellulaires et qui nous semblait la plus appropriée dans le 
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11. Culture cellulaire 
Dans le cadre de ce travail, nous avons utilisé des fibroblastes de la 
souche WI-38 , à savoir des fibroblastes pulmonaires foetaux d'origine 
humaine. Ces cellules proviennent de l'American Type Culture Collection, 
U.S.A. Elles ont été initialement mises en culture par Hayflick. (Hayflick 
L., 1961) 
1.a. Matériel 
-BME: Milieu Basal de Eagle 
(Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne) 
- BME + 10 % FBS: Milieu BME additionné de 10 % de sérum de veau 
foetal (Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne) 
- BME + DMSO 10 % : Milieu BME additionné de 10 % de 
- Milieu de rinçage : 
- Trypsine: 
Diméthylsulfoxyde. Le DMSO est un agent 
cryoprotecteur utilisé lors de la congélation des 
cellules (Acros Chimica, Geel, Belgique) 
Milieu BME seul 
Trypsine à 0,25 % dans un tampon Tris (0,4 g/1 KCl; 
2,2 g / 1 NaHCO3; 6,8 g/1 NaCl ; 1,0 g/1 glucose ; 0,5 
mg/ 1 rouge de phénol) 
(Gibco BRL, Paisley, Grande -Bretagne) 
- Boîtes de culture stériles de 25 cm2 (T25) ou 75 cm2 (T75) 
(Corning, Cambridge, U.S.A.) 
1.b. Méthode 
1. b. 1. Repiquage des cellules (fig. 11-1) 
Les cellules sont maintenues en culture selon la méthode classique 










'""' ~,,. t I 
r2~31o 2 50±10 
Fig 11-1 : Représentation schématique du principe de 
culture cellulaire 
(Hayflick, L., 1996) 
Elles sont cultivées dans des boîtes de culture de 75 cm2 (T75) . 
Quand elles sont à confluence, soit quand elles ont atteint la densité 
moyenne de 40.000 cellules par cm2 , elles sont repiquées dans des 
conditions stériles. 
La première étape de ce repiquage consiste à rincer les cellules à 
l'aide de milieu de rinçage pour retirer le sérum , contenant des protéases, 
qui inhibe l'action de la trypsine. 
Ensuite, 2 ml de trypsine sont versés par T75. Lorsque 
l'arrondissement des cellules commence à être visible au microscope à 
contraste de phase, ce qui correspond à un temps d'action d'environ 1 
minute, l'excédent de trypsine est décanté et les cellules sont incubées à 
37 °C, la température optimale d'action de la trypsine, durant une dizaine 
de minutes. En fin d'incubation, le détachement des cellules est contrôlé 
au microscope et 10 ml de milieu BME + 10 % FBS sont ajoutés par T75. 
A ce stade, les agrégats cellulaires sont rompus à l 'aide d'une 
pipette Pasteur. Ainsi homogénéisé, le milieu contenant les cellules 
détachées est réparti en 2 ou 4 nouvelles T75 auxquelles du milieu BME + 
10 % FBS sera ajouté pour arriver à un volume total de 15 ml par T75. 
Enfin, les boîtes de culture sont entrou vertes et placées dans une 
étuve diffusant de l'air chargé de 5 % de C02, afin d'ajuster le pH du milieu 
de culture. 
1. b.2. Congélation des cel.lules 
Afin de conserver des cellules à u n stade donné de leur 
développement, elles son t congelées dans de l'azote liquide. 
Pour cela, les cellules sont rincées et t rypsinisées comme cela vient 
d'être décrit pour le repiquage. Ensuite, une centrifugation est réalisée à 
1000 rpm durant 10 min (centrifugeuse Hett ich Universal, Tuttlingen, 
Allemagne). 
Les cellules sont resuspendues dans 0,8 ml de BME + 20 % FBS + 5 
% DMSO et transférées dans un cryotube (Nun c, Roskilde, Danemark). 
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La congélation se déroule en 2 étapes : 
. La température es t d'abord descendue progressivement à -70 °C. 
Pour ce faire, le cryotube est placé dans 2 tubes (10 ml (Becton Dickinson, 
Cowley, Grande-Bretagne) et 50 ml (Sarsted t, Nümbrecht, Allemagne)) 
fermés hermétiquement, qui sont plongés dans une bouteille d'éthanol 
absolu à température ambiante. La bouteille est alors pacée dans un 
congélateur à -70 °C . 
. Après minimum 12 heures, le cryotube est plongé dans de l'azote 
liquide à -196 °C. 
1. b. 3. Décongélation des cellu les 
Pour décongeler des cellules conservées dans l'azote liquide, le 
cryotube est immédiatement plongé dans un bain à 37 °C, ceci afin de 
décongeler les cellules le plus vite possible. 
Ensuite les cellules sont centrifugées à 1000 rpm pendant 10 min. 
Le culot de cellules ainsi obtenu est resuspendu dans du BME + 10 % FBS 
avant d'être transféré dans une nouvelle boîte de culture. 
Le lendemain, le m ilieu de culture des cellules est renouvelé afin 
d'éliminer toute trace de DMSO, toxique pour ~es cellules. 
2. Etude de l'effet des stress sur la cytotoxicité et le 
biomarqueur du vieillissement SA P-gal 
2.1. Stress successifs 
2.1,a. Matériel 
-BME Milieu Basal de Eagle (Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne) 
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- BME + 10 % FBS 
- Tert-butylhydroperoxyde 
Milieu BME additionné de 10 % de sérum de 
veau foetal. 
(Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne) 
(Merck, Darmstad, Allemagne) 
- Ethanol absolu (Merck, Darmstad, Allemagne) 
- Boîtes de culture stériles de 25 cm2 (T25) (Corning, Cambridge, U.S.A.) 
2.1.b. Description des stress 
- modèle de stress oxydatifau tert-butylhydroperoxyde 
Le tert-butylhydroperoxyde est un hydroperoxyde organique 
amphiphile qui pénètre facilement à travers les membranes biologiques. 
Dans le cytoplasme, il génère des radicaux hydroxyles par interaction avec 
des métaux de transition, classiquement le fer, dans une réaction 
similaire à celle de Fenton : 
02-(-l + Fe3+ ➔ 02 + Fe2+ 
H202 + Fe2+ + H+ ➔ OH + Fe3+ + H20 
Les radicaux hydroxyles sont capables d'initier la péroxydation 
lipidique. Il s'ensuit une augmentation de la perméabilité membranaire, 
mais également du taux de calcium dans divers compartiments cellulaires, 
certaines altérations chromosomiques, ainsi qu'une inhibition de la 
synthèse de l'ADN et de la mitose . 
- modèle de stress à l'éthanol 
L'éthanol est un alcool à courte chaîne carbonée, ce qui lui permet 
de pénétrer dans la double couche lipidique des membranes cellulaires, ce 
qui augmente leur fluidité . De plus, l'éthanol étant un solvant organique, 
entraîne une déstabilisation des membranes hiologiques. L'éthanol induit 
des variations de la structure et l'organisation des phospholipides et de 
leurs acides gras et donc de la membrane plasmique. Notons que chez les 
hépatocytes, qui, à la différence des fibroblastes possède le cytochrome 
p450, l'éthanol engendre lors de sa dégradation des radicaux libres. 
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2.1.c. Méthode 
Les cellules sont repiquées dans des boîtes de culture de 25 cm2 en 
présence de BME + 10 % FBS. Lorsqu'elles a r rivent à confluence (40.000 
cellules par cm2), elles sont soumises à une sér ie de 5 stress successifs à 
-raison d'un stress par jour au t-BHP (stress o:rydatif) ou à l'éthanol (stress 
osmotique). 
Pour cela, le milieu de culture des cell es est remplacé par 5 ml de 
milieu BME + 10 % FBS additionné de la molécule stressante à la 
concentration de 20,25 ou 30 µM pour le t-BHP et de 4 % ou 5 % pour 
l'éthanol, et ce pendant 1 heure pour le t-BHP et 2 heures pour l'éthanol. 
Un contrôle est également réalisé. D ns celui-ci, le milieu des 
cellules est remplacé quotidiennement durant 1 heure par du milieu BME 
+ 10 % FBS sans molécule stressante. 
Après le stress, les cellules sont rincées deux fois avec 5 ml de BME 
seul, puis replacées dans 5 ml de milieu BME + 10 % FBS. Après la série 
des 5 stress successifs, nous laissons « récupérer » les cellules durant 3 
jours dans du milieu BME + 10 % FBS afin d discriminer les réponses à 
court et à long terme aux stress. 
2.2. Mesure de la cytotoxicité par dosage des protéines 
2.2.a. Matériel 
- Tampon PBS (Phosphate Buffer Saline) : constitué d'un tampon 
phosphate 10 mM à pH 7.4 contenant 0,9 % de NaCl 
- Hydroxyde de sodium 0,5 (Merck, Da mstad, Allemagne) 
- Mixture alcaline : 
- 2 % carbonate de sodium (Merck, Darmstad, Allemagne) 
- 0,01 % sulfate de cuivre (Merck, Darmstad, Allemagne) 
- 0,02 % tartrate de sodium/potassium (Merck, Darmstad, Allemagne) 
- Réactif phénol de Folin-Ciocalteu (Sigma, St- ouis, U.S.A.) 
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2.2.b. Méthode 
Trois jours après le dernier stress, les protéines cellulaires sont 
dosées par la méthode de Lowry (Lowry, O.H. et al, 1951) . Cette méthode se 
base sur le principe qu'une fois dénaturées au NaOH, les protéines 
exposent leurs groupements aux réactifs. Les ions cuivriques de la 
solution alcaline utilisée pour le dosage forment un complexe bleu avec 
les liaisons peptidiques, tandis que le complexe phosphomolybdique-
phosphotungstique du réact if de Folin est réduit par les résidus tyrosine 
et tryptophane des protéines. L'intensité de la coloration bleue est lue à 
660 nm au spectrophotomètre (Uvikon 940, Kontron, Eching, Allemagne) et 
est proportionnelle à la quantité de protéines présente. 
Les cellules sont tout d'abord rincées 2 fois au PBS, puis les 
protéines sont dénaturées en ajoutant 5 m l de NaOH 0,5 N par boîte de 
culture pendant 30 min. 
Les protéines cellulaires sont homogénéisées puis aliquotées en 3 
fractions de 400 µ1/boîte de culture. Un blanc (NaOH 0,5N) ainsi qu'un 
étalon constitué d'albumine de sérum bovin (Bio-Rad, Munich, Allemagne) 
diluée à 100 µg/ml dans du NaOH 0,5N sont également préparés. 
A chaque fraction, 2 ml de mixture alcaline sont ajoutés, puis 
incubés 15 min. Ensuite, 200 µ1 de réactif de Folin dilué 2 x sont ajoutés 
aux tubes qui sont immédiatement agités. 
La densité optiqu e (D.O.) peut ensuite être lue au 
spectrophotomètre à 660 n m après 30 min de réaction. 
2.3. Etude du biomargueur du vieillissement 6-galactosidase 
2.3.a. Matériel 
- Tampon PBS : constitué d'un tampon phosphate 10 mM à pH 7.4 
contenant 0,9 % de NaCl 
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- Solution de fixation: 
- Formaldéhyde 2 % 
- Glutaraldéhyde 0,2 % 
- Solution de coloration: 
(Belgolabo, Overijse, Belgique) 
(Fluka, Bu chs, Suisse) 
- Tampon acide citrique/ hydrogénophosphate de sodium 40 mM, pH 6,0 
(Merck, Darmstad, Allemagne) 
- Ferrocyanure de potassium 5 mM (Merck, Darmstad, Allemagne) 
- Ferricyanure de potassiu m 5 mM (Merck, Darmstad, Allemagne) 
- Chlorure de sodium 150 mM (Merck, Darmstad, Allemagne) 
- Chlorure de magnésium 2 mM (Merck, Darmstad, Allemagne) 
- 1 mg par ml de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-P-D-galactoside (x-gal) 
(Sigma, St-Louis, U.S .A.). Solution stock à 20 mg/ml dilué dans du 
N,N'-diméthylformamide (Sigma, St-Louis, U.S.A.) conservée à -20 °C. 
- Méthanol (Acros organics, Geel, Belgium) 
- Boîtes de Pétri stériles de 6 cm de diamètre 
(Becton Dickinson, Co~ley, Grande-Bretagne) 
2,3,b. Méthode 
Le lendemain du dernier stress (et le jour du premier stress pour les 
cellules non stressées Uo)) , les cellules sont repiquées à faible densité 
(700 cellules/ cm2). Le m ilieu de culture est retiré et les cellules sont 
rincées 2 fois au PBS et fixées pendant 5 minutes dans une solution de 
formaldéhyde 2 % et de glutaraldéhyde 0,2 % dilué dans du PBS. Une fois 
de plus, les cellules sont rincées 2 fois au PBS, puis la solution de 
coloration est ajoutée pour la détection de l 'a ctivité SA p-gal. L'incubation 
se déroule à 37 °C en l'absence de CO2 durant 12 à 16 heures pour une 
coloration optimale. Les cellules sont ensuite lavées 2 fois au PBS, puis 2 
fois au méthanol et enfin séchées à température ambiante. On peut dès 
lors déterminer la proportion de cellules colorées par rapport aux cellules 
non colorées au microscope optique. La coloration se concentre dans la 
région périnucléaire et est p lus ou moins diffuse dans le cytosol. 
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Fibroblastes (WI-38) 
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+ Récupératiî clonage et séquençage des bandes d'iotérét 
Vérification des différences d 'expression par d'autres méthodes (Northem, ... ) 
Fig. II-2 : Représentation schématique des différentes étapes 
du differential display. 
13. Differential Display 
(Liang, P. et Pardee, A., 1995 et Colonn a, S . et al, 1998) (fig. II-2) 
3.1. Stress successifs (fig. 11-3) 
3. l .a. Matériel 
-BME 
- BME + 10 % FBS 
Milieu Basal de Eagle 
(Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne) 
Milieu BME additionné de 10 % de sérum de veau 
foetal. 
- Tert-butylhydroperoxyde 
(Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne) 
(Merck, Darmstad, Allemagne) 
- Ethanol absolu (Merck, Darmstad, Allemagne) 
- Boîtes de cultures stériles et de 75 cm2 (Corning, Cambridge, U .S.A.) 
3 .1. b. Méthode 
Les stress sont réalisés sur des cellules confluentes, en triple 
exemplaires. 
Chaque jour, pendan t 5 jours consécutifs, le milieu de culture des 
cellules est décanté et remplacé par 10 ml de BME + 10 % FBS additionné 
de tert-butylhydroperoxyde (t-BHP) 30 µM ou d'éthanol 5 %. Les stress 
durent 1 heure s'il s'agit du t-BHP ou 2 heures s'il s'agit de l'éthanol. 
Une série contrôle est également réalisée . Pour celle-ci, les mêmes 
étapes que pour les cellules stressées sont effectuées mais en n 'ajoutant 
pas de molécule stressante au milieu BME + 10 % FBS et en le laissant 1 
heure. 
Ensuite, les cellules sont rincées detLx fois avec 10 ml de milieu 
BME seul puis sont replacées dans 15 ml de BME + 10 % FBS. Une fois les 
5 jours écoulés, nous laissons une période de "récupération" aux cellules 
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Fig. II-3 : Représentation schématique d'une série de 5 stress 
répétés au t-BHP ou à l'éthanol reprenant les jours 
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terme de celle à long terme. Le milieu de culture est changé lors du 2 ème 
jour de récupération, soit a veille de l'extraction de l'ARN. 
3.2. Extraction d' ARN total de cultures cellulaires 
Cette étape constitue l'étape la plus imp ortante mais aussi la plus 
délicate de tout le protocole. En effet, il est d'une importance cruciale pour 
la suite des étapes d'obtenir de l'ARN de très bonne qualité. Or, ceci est 
rendu particulièrement difficile de part la présence de RNAses, tant 
endogènes qu'exogènes. Dès lors, pour empêcher leur action, différentes 
précautions doivent être p r ises. Tout d'abord, la plupart des opérations se 
déroulent à 4 °C afin de loquer toute action de nucléases, ensuite, le 
tampon de lyse contie t du thiocyanate de guanidine et du ~-
mercaptoéthanol, qui sont des inhibiteurs de RNAses. Enfin, toute 
contamination éventuelle par des RNAses exogènes sera prévenue par 
l'utilisation exclusive de matériel libre de to te RNAse ("RNAse free"), et 
l'expérimentateur se munira de gants de latex. 
3.2.a. Matériel 
- Kit RNAgents® Total RNA Isolation System (Promega, Madison, USA) 
comprenant :- Solution de dénaturation (Th iocyanate de guanidine et 
tampon ci ate / sarcosine / ~-mercaptoéthanol) 
- Acétate de sodium 2M, pH 4 , 
- Phenol : chloroforme : alcool isoamylique en proportions 
125 : 24 : 1, tamponné avec 42 mM de citrate de sodium, 
pH 4,3-4,7 
- Isopropanol 
- Eau sans nuclease 
- Ethanol absolu (Merck, Darmstad, Allemagne) 
- Centrifugeuse utilisée pour les microtubes 
(Biofuge Sartorius, Heraeus Instruments, Denver, USA) 
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3 .2.b. Méthode 
Le milieu de culture des cellules est en tièrement décanté. La lyse 
des cellules se réalise avec 400 µl de tampon de lyse par boîte de culture 
(T75). Le volume obtenu est mesuré et réparf dans 2 microtubes. Chaque 
microtube est additionné de 1/ lOème du volu me d'acétate de Na 2M à pH 
4.0, puis légèrement agité. Un volume de ph enol : chloroforme : alcool 
isoamylique est ensuite aj outé, et le tout est mélangé vigoureusement 
avant d'être incubé 15 m i sur glace. Une centrifugation est ensuite 
réalisée à 13.000 rpm pendant 20 min à 4 °C. La phase aqueuse est alors 
récupérée délicatement et transférée dans u n nouveau microtube. Un 
volume d'isopropanol y est a lors ajouté, et la s olution bien mélangée est 
placée à -20 °C pendant minimum 1 heure pour la précipitation de l'ARN. 
En fin de précipitation, l'AR est culotté par centrifugation à 13.000 rpm 
pendant 10 min à 4 °C. Le culot obtenu est ensuite lavé avec 1 ml 
d'éthanol 75 % refroidi à 4 ° , il s'en suit une nouvelle centrifugation de 
10 min à 13.000 rpm à 4 °C. Après séchage, le culot d'ARN est resuspendu 
dans 20 µl d'eau distillée R Ase free. Une fraction de 1 µl est prélevée, 
avant congélation à -70 °C, pour le dosage de l'ARN au spectrophotomètre. 
La concentration d'ARN est déterminée par mesu re de la densité optique à 
260 nm (1 D.O. équivaut à 40 µg/ml d'ARN) . L'absorbance est également 
mesurée à 230 et 280 nm. Le rapport A260/ A2so donne une indication de la 
pureté de l'ARN, selon le matériel de départ et la procédure suivie, il se 
situe entre 1,7 et 2,0. Le rapport A260/ A230 doit lui se situer entre 1,5 et 
2,0. S'il est faible, c'est le signe d'une contamination au thiocyanate de 
guanidine. 
3.3. Traitement des échantillons avec la DNAse I RNAse-free 
Cette étape a été ajoutée lors des améliorations apportées au 
protocole initial de differen ial display afin de limiter au maximum la 
présence de faux-positifs (Liang et Pardee, 1995). Un traitement 
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supplémentaire à la DNAse est réalisé afin d 'éliminer toute trace d'ADN 
génomique qui est la cause la plus importante de faux-positifs. 
3.3.a. Matériel 
- Tampon 10 x pour DNAse I (Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne) 
- DNAse I amplification grade (1 u/µl) 
(Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne) 
- EDTA 25 mM (Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne) 
- RNAsine (40 u/µl) (Promega, Madison, U.S.A.) 
- Phenol : chloroforme : alcool isoamylique (125:24:1), tamponné avec 42 mM 
de citrate de sodium, pH 4,3-4, 7 
(Promega, Madison, U.S.A.) 
- Acétate de sodium 2M, pH 4,0 (Promega, Madison, U.S.A.) 
- Ethanol absolu (Merck, Darmstad, Allemagne) 
3.3.b. Méthode 
Chaque échantillon est composé de : - 10 µg d'ARN total 
- 20 u de RNAsine 
- 5 u de DNAse I 
- Tampon pour DNAse I : - 20 mM Tris-HCl, pH 8,4 
- 2 mM MgCb 
- 50 mM KCl 
- eau distillée sans nucléase 
Les échantillons sont incubés 15 min à température ambiante. 
250 µM d'EDTA y sont alors ajoutés, pu is ils sont incubés 10 min à 
65 °C pour arrêter la réaction enzymatique. 
L'ARN est ensuite récupéré par extraction au phénol : chloroforme : 
alcool isoamylique suivie d'une précipitation à l'éthanol comme cela a été 






















Fig II-4 : Amorces poly-T utilisées lors de la RT et de 





3.4. Transcription inverse (RT) 
Cette étape va n us permettre de synthétiser de l'ADN 
complémentaire (ADN-c) à partir de l'ARN extrait. Pour cela, nous allons 
utiliser des amorces poly-T fig. II-4) qui vont s'hybrider à la queue poly-A 
des ARN-m. Afin de réaliser une première subd ivision des ARN-m, nous 
allons utiliser 4 amorces : dT16VA, dT16VT, dT16VC et dT16VG où V 
correspond à une base dégénérée (A, C ou G). C'est au niveau de la 
dernière base que se fera la répartition des ADN-c en 4 sous-populations. 
3.4.a. Matériel 
- Superscript™ RNase H Reverse Transcriptase (200 u/ µl) 
(Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne) 
- Tampon 5x pour Superscript™ RNase H Rever se Transcriptase: 
- Dithiotréitol (DTT) 0, lM 
- dNTP 250 µM 
- Amorce poly-T 10 µM 
- ARN total traité à la DNAse 
3.4.b. Méthode 
(Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne) 
(Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne) 
(Eurogentec, Liège, Belgique) 
(Eurogentec, Liège, Belgique) 
Chaque échantillon est composé de : 
- 0,4 µg d' ARN total t raité à la DNAse 
- Tampon pour Reverse Transcriptase: - 2 5 mM tris-HCl, pH 8,3 
- 37,5 mM KCl 
- 1,5 mM MgCh 
- DTT 10 mM 
- dNTP 20 µM 
- Amorce poly-T 1 µM 
- eau distillée sans nucléase 
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No Nom Séquence Nbre bp Tm (°C)* % GC 
Primers arbitrairement choisis 
1 DDF 1 CGACAATGCTGGACTGACACACG 23 72 57 
2 DDF 2 ATTGAGACTGAGGTGAACATTAGC 24 68 42 
3 DDF 3 GAGATAGACACATAGATACGAGC 23 66 43 
4 DDFlO CTCACTACGGCTCGCTACTCG 21 68 62 
5 DDFll GCTGTGCGAAGTGACCATCCTCC 23 74 61 
6 DDF12 GTAGTCTAAGCGTTGGAGTTCA 22 64 45 
7 DDF13 CTACCTTTGCCGAGCCAGTTA 21 64 52 
8 DDF14 CTTCGGTTGTTACGGATGC 19 58 53 
9 DDF15 GGGGCTAATCTGCTTCGGT 19 60 58 
10 DDF16 ATCTGAGGTACTGTCCGC 18 56 56 
11 DDF17 GCCTCATCCTGTAGACTAGCTG 22 68 55 
12 DDF18 CTGCTAGATGGATGTGTACG 20 60 50 
13 DDF19 GCATGGCGGCTCCTGGACTA 20 66 65 
14 DDF20 AAGTCAGGGTCTATCAAGCG 20 60 50 
15 DDF21 TGATGCTACTGTAACCTGATGCG 23 68 48 
Fig 11-5 : Liste des amorces aléatoires utilisées . 
Les échantillons sont tout d'abord incubés 5 min à 65 °C pour 
dénaturer l'ARN, puis placés dans un bain à 37 °C. Après 10 min, ils sont 
supplémentés de 400 u de Reverse Transcripta se. La transcription inverse 
proprement dite se déroule durant 50 min à 37 °C. En fin d 'incubation, les 
échantillons sont placés 5 min à 95 °C pour désactiver l'enzyme, puis mis 
directement sur glace et congelés à -20 °C. 
3.5. Réaction de Polymérisation en chaîne (PCR) 
Lors de la réaction de polymérisation en chaîne (PCR), nous allons 
amplifier les ADN-c néo-synthétisés. 
- choix des amorces 
Nous allons utiliser 2 types d'amorces. Tout d'abord l'amorce poly-T 
ayant servi à la transcription inverse, ensuite une amorce arbitraire (fig. 
II-5) aléatoirement choisie qui doit toutefois répondre à une série de 
critères : 
- sa séquence doit av01r été choisie "au hasard" afin de disposer 
d 'une série d'amorces bien différentes permetta nt d'amplifier un maximum 
d'ADN-c . 
- sa séquence doit être composée de 50 à 70 % de bases G-C. 
- il ne doit pas exister de possibilité d 'hybridation au sein d 'une 
même séquence d'amorce (pas de formation de "hairpin") . 
- la température de melting des amorces arbitrairement choisies doit 
être proche de celle des amorces poly-T. 
- choix de la polymérase 
Nous avons choisi l'AmpliTaq Gold Polymerase (Perkin Elmer, Foster 
City, U.S.A.) qui a été décrite comme l'enzyme convenant avec le plus de 
succès pour le differential display (Liang, P. et Pardee, A., 1995). 
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- choix de l'isotope 
Notre choix s'est porté sur l'isotope 33P étant donné qu'il est 
reconnu pour allier la sensibilité du 32P et la résolution du 35S tout en 
ayant des avantages pratiques puisque sa m a n ipulation ne requière pas 
d'écrans de protection comme c'est le cas pour le 32P. 
3.5.a. Matériel 
- AmpliTaq Gold Polymerase (5 u/µl) (Perkin Elmer, Foster City, U.S .A.) 
- Tampon pour l'AmpliTaq Gold Polymerase l0x 
- Chlorure de magnésium 25mM 
- dNTP 250 µM 
- dA TP [ a-33P] 
- Amorce arbitraire 10 µM 
- Amorce poly-T 10 µM 
3.5.b. Méthode 
(Perkin Elmer, Foster City, U.S.A.) 
(Perkin Elmer, Foster City, U.S .A.) 
(Eurogentec, Liège, Belgique) 
(Nen, Boston, U.S.A.) 
(Eurogentec, Liège, Belgique) 
(Eurogentec, Liège, Belgique) 
Chaque échantillon est composé de : 
- 2 µl ADN-c 
- 1 u Taq Polymérase 
- Tampon pour la Taq polymérase: - 15 mM Tris-HCl, pH 8,0 
- 50 mM KCl 
- 1,5 mM MgCb 
- 20 µM dNTP 
- 250 nM amorce arbitraire 
- 1 µM amorce poly-T 
- 1 µCi dATP [a-33p] 



























Fig II-6 : Représentation des cycles de température 
utilisés lors de la PCR 
Les conditions de PCR sont les suivantes (fig. II-6) : 
10 min à 94 °C pour activer l'AmpliTaq Gold Polymerase 
4 cycles avec une faible (40 °C) température d'hybridation pour 
permettre à l'amorce arbitraire de s'hybrider à l'ADN-c de manière peu 
spécifique. C'est au cours de cette étape qu e des fragments d'ADN-c de 
tailles différentes vont êt e générés . 
. 40 cycles "classiques" pour amplifier les fragments générés au 
cours des 4 cycles précédants 
. 72 °C pendant 10 mm pour que la polymérase termine 
l'élongation des fragments amplifiés. 
3.6. Gel de Polyacrylamide 6 % 
3.6.1. Préparation du gel 
3.6.1.a. Matériel 
- Acrylamide (Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne) 
- N-N'-méthylènebisacrylamide (Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne) 
- TBE l0x (Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne) 
- Ammonium persulfate (APS) (Boehringer, Mannheim, Allemagne) 
- N,N,N',N'-tetra-méthyl-éthylènediamine (TEMED) 
(Biorad, Munich, Allemagne) 
- Diméthyldichlorosilane (Fluka, Buch s, Suisse) 
3.6.1. b. Méthode 
Avant de réaliser le montage des plaques d'électrophorèse pour 
couler le gel, la grande plaque est traitée au d iméthyldichlorosilane pour 
permettre un démoulage plus aisé du gel après la migration. 
La composition du gel de polyacrylamide est la suivante : 
- 6 % d'acrylamide : N-N'-méthylènebisacrylamide (38:2) 
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- Tampon TBE : - 0, 1 M Tris-HCl, pH 8,4 
- 0, 9 M Acide borique 
- 0,01 M EDTA 
- Eau distillée 
- 480 µl d'ammonium persulfate (100 mg/ml) pour 100 ml de gel 
- 50 µl de TEMED pour 100 ml de gel 
La polymérisation du gel s'effectue à l'horizontale et dure au moins 
une heure 
3.6,2. Chargement du gel et migration des échantillons 
3.6.2.a. Matériel 
- Tampon d'échantillons pour ADN: 
- Bleu de bromophénol 0,42 % (Merck, Darmstad, Allemagne) 
- Xylène cyanole 0,42 % (Sigma, St-Louis, U.S.A.) 
- Glycérol 50 % (Merck, Darmstad, Allemagne) 
- Eau distillée 49% 
-TBE l0x (Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne) 
- ADN-c amplifié par PCR 
- Cuves d'électrophorèse pour gels de séque çage (modèle S2) 
Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne) 
3 .6.2. b. Méthode 
Le tampon utilisé lors de l'électrophorèse est du TBE lx (0, 1 M Tris-
HCl, pH 8,4; 0,9 M Acide borique ; 0,01 M EDTA). Un pré-run de 30 min à 
1100 volts est réalisé avan t chargement des échantillons sur le gel. Ceux-
ci sont supplémentés par 10 % de tampon d'échantillons pour ADN. 4 µl 
d'échantillon sont chargés par puits du gel. La migration s'effectue à 1100 
V, et dure 2 heures. 
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3.6.3. Démoulage du gel 
3.6.3.a. Matériel 
- Papier Whatman (Whatman, Kent, Grande-Bretagne) 
- Film Biomax MR (Kodak, New Haven, U.S.A.) 
- Cassettes pour autoradiographie (RPN 1645) 
(Amersham, Crewe, Royaume-Uni) 
3.6.3. b. Méthode 
Une fois la migration réalisée, il faut démouler le gel. Cette étape 
est très délicate étant donné que l'épaisseur du gel est seulement de 0,4 
mm. Le gel est adsorbé sur une feuille de papier Whatman avant d'être 
séché 1 heure à 80 °C. lne fois le séchage terminé, le gel est mis en 
contact avec un film Biomax. L'autoradiographie se déroule 2 jours à 
température ambiante. 
3.6.4. Développement du film 
3.6.4.a. Matériel 
- Solution de révélation 
- Solution de fixation 
3.6.4.b. Méthode 
(Ilford, Mobberley, Grande-Bretagne) 
(Ilford, Mobberley, Grande-Bretagne) 
En chambre n01re, le film est développé par passage, 
successivement, 30 sec dans la solution de révélation (diluée Sx), 
quelques minutes dans l'eau de ville afin de le rincer puis, 3 min dans la 
solution de fixation (diluée Sx). 
Le film est ensuite rincé à l'eau et séché complètement à 
température ambiante. 
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3.7. Récupération des bandes d'intérêt 
3. 7.1. Excision des bandes et récupération de l'ADN 
L'analyse du film permet de repérer les bandes intéressantes dans le 
cadre de notre travail. C'est-à-dire les bandes dont l'intensité diffère dans 
au moins une situation par rapport aux autres. L'intensité de la bande 
étant proportionnelle à la quantité de transcrit présent dans les cellules 
au moment de l'extraction de l'ARN. 
Les bandes d'intérêt sont découpées du gel au moyen d'une lame 
propre, renouvelée pour chaque bande. Cette opération est réalisée par 
juxtaposition du film d'autoradiographie sur le gel sec. L'ADN est élué par 
immersion de la bande dans 30 µl d'eau dist illée. L'élution se déroule 
durant minimum 30 min à température ambiante, avec agitation. 
3. 7.2. AmglfRcation de l'ADN récupéré des bandes d'intérêt 
Une fois l'ADN remis en suspens10n dans l'eau, on peut l'amplifier 
par PCR en réutilisant les mêmes amorces que celles qui nous ont permis 
de mettre cette bande en évidence. 
3.7.2.a. Matériel. 
- AmpliTaq Gold Polymerase (5 u/µl) (Perkin Elmer, Foster City, U.S .A.) 
- Tampon pour la Taq Polymérase lüx (Perkin Elmer, Foster City, U.S.A.) 
- Chlorure de magnésium 25mM (Perkin Elmer, Foster City, U.S.A.) 
- dNTP 250 µM (Eurogentec, Liège, Belgique) 
- Amorce arbitraire 10 µM 
- Amorce poly-T 10 µM 
(Eurogentec, Liège, Belgique) 
(Eurogentec, Liège, Belgique) 
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3.7.2.b. Méthode 
La mixture réactionnelle contient: 
- 5 u AmpliTaq Gold Polymerase 
- Tampon pour la Taq Polymerase 
- 1,5 µM Mg Cb 
- 20 µM dNTP 
- 10 µ1 d'ADN matrice 
- 250 nM amorce arbitraire 
- 1 µM amorce poly-T 
- eau distillée 
Les conditions de PCR sont les suivantes : 
- 94 °C pendant 10 min 
- 35 cycles: - 94 °C pendant 30 sec 
- 60 °C pendant 1 min 
- 72 °C pendant 90 sec 
- 72 °C pendant 5 min 
3.8. Visualisation sur gel d' agarose des bandes récupérées 
Cette étape va nous permettre de vérifier la pureté de nos produits 
PCR et d'estimer la taille des bandes d'intérêt . 
3.8.a. Matériel 
-TBE lx (Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne) 
- Agarose (Gibco BRL, Paisley, Grande-Bretagne) 
- Bromure d'éthidium (500 µg/ml) (Sigma, St-Louis, U.S.A.) 
- Tampon d'échantillon pour ADN 
- Marker IV (Eurogentec , Liège, Belgique) 
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3.8.b. Méthode 
Afin d'obtenir une séparation optimale des fragments de petite taille, 
un gel concentré en 2 % d'agarose est réalisé. L'agarose est dissous par 
chauffage dans du tampon TBE lx. 20 µl de bromure d'éthidium sont 
ajoutés par 100 ml de gel. Les échantillons sont additionnés de 40 % de 
tampon d'échantillon pour ADN avant d'être d éposés sur gel. L'étalon de 
poids moléculaire (marker IV) permet une estimation de la taille des 
produits PCR. La migration s'effectue dans du tampon TBE lx pendant 
1h30 à 55 V. 
Grâce au bromure d' éthidum, qui s'intercale entre les brins d'ADN, 
les produits PCR peuvent être visualisés à la lumière ultraviolette (302 
nm). 
3.9. Purification de l'ADN amplifié. 
La purification de o échantillons réa mplifiés par PCR est une 
étape importante dans n otre travail puisqu'il est nécessaire d'avoir des 
échantillons d'ADN purs JX>Ur l'étape de clonage qui suit. Pour cela, nous 
allons procéder de 2 man ières. Tout d'abord, pour les échantillons qui 
n'ont montré qu'une seu e bande sur gel d'agarose, nous allons 
directement purifier le produit PCR au moyen du kit High Pure PCR 
Product Purification (Boehringer). Les échan tillons pour lesquels des 
bandes parasites sont visi les sur gel d'agarose sont purifiés en excisant 
la bande d'intérêt du gel, puis en la purifiant au moyen du kit QIAEX II 
(Qiagen) . 
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3. 9.1. Purification directe des produits PCR 
3.9.1.a. Matériel 
- Kit High Pure PCR Product Purification contenant : 
- colonnes de purification en fibre de verre 
- tampon de liaison : - Tris-HCl 10 mM, pH 6,6 
- Thiocyana te de guanidine 3M 
- Ethanol 5 % 
- tampon de lavage : - Tris-HCl 10 mM, pH 7,5 
- NaCl 20 mM 
- Ethanol 8 0 % 
(Boehringer, Mannheim, Allemagne) 
3.9.1.b. Principe 
En présence d'une concentration élevée en sels, la silice a une forte 
affinité pour l'ADN. Dans ces conditions, l'ADN va donc être adsorbé sur 
les fibres de verre de la colonne de purification alors que les impuretés 
seront éluées par simple lavage. L'ADN purifié pourra dès lors être élué de 
la colonne de purification au moyen d'eau distillée. 
3.9.1.c. Méthode 
500 µl de tampon de liaison sont ajoutés aux 90 µl d'échantillon PCR 
et vortexés. 
Ensuite, ce mélange est passé à travers une colonne de purification 
par centrifugation à 13.000 rpm durant 1 min. 
La colonne est alors rincée avec 500 µl de tampon de lavage et 
centrifugée à 13.000 rpm durant 1 min. 
Cette étape est répétée avec 200 µl de tampon de lavage. 
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L'ADN est ensuite récupéré avec 100 µl d'eau distillée, par 
centrifugation de la colon ne à 13.000 rpm pendant 1 min. L'éluat, qui 
contient l'ADN purifié est récupéré. 
3.9.2. Purification à partir du gel d'agarose 
3.9.2.a. Matériel 
- Kit d'extraction d'ADN à partir d'un gel d'aga rose QIAEX II 
(Qiagen, Hilden, Allemagne) 
3.9.2.b. Principe 
Ce kit se base sur l'affinité qu'a l'ADN, en présence d'une forte 
concentration de sels, pour des billes de silicone. 
Après dissolution de l'agarose, et en présence d'un tampon riche en 
sels, l'ADN va s'adsorber sur les billes Qiaex II. Un simple lavage permet 
donc d'éliminer les impuretés. L'ADN pourra dès lors être élué des billes 
avec de l'eau distillée. 
3.9.2.c. Méthode 
La bande d'ADN est excisée du gel d'aga rose à l'aide d'une lame 
propre, et placée dans un microtube. 3 volumes de tampon QXl, puis 30 µl 
de QIAEX II y sont ajoutés, le tout est incubé 10 min à 50 °C en étant 
vortexé toutes les 2 min. Le but de cette opération est de solubiliser 
l'agarose et d'adsorber l'ADN sur les billes (QIAEX II). 
Une centrifugation est ensuite réalisée à 13.000 rpm durant 1 mm. 
Le culot est ensuite resuspendu dans 500 µl de tampon QXl, puis 
centrifugé à 13.000 rpm durant 1 min. 
Le culot est alors resuspendu dans 500 µl de tampon PE, et à 
nouveau centrifugé 1 min à 13.000 rpm. 
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pGEM*-T Easy Ncol 37 BstZ 1 43 
Vector Notl 43 
(3018bp) Sac li 49 EcoR 1 52 
Spel 64 
EcoR 1 70 
Notl 77 
BstZ 1 77 
ori Pstl 88 Sali 90 
Ndel 97 
Sacl 109 
BstX 1 118 
Nsil 127 
Î SP6 141 
Carte génétique circulaire du vecteur pGEM-
T Easy 
Le culot est ensuite séché durant 30 min à température ambiante, 
puis resuspendu dans 20 µl d'eau distillée. Cette étape sert à éluer l'ADN. 
Une dernière centrifugation à 13.000 rpm durant 1 min est réalisée. Le 
surnageant, qui contient m a intenant l'ADN pu rifié, est alors récupéré. 
3.10. Clonage 
Nous allons utiliser le plasmide pGEM®-T easy afin de cloner nos 
inserts. Ce vecteur possède 2 thymidines libres aux extrémités 3'. Cette 
caractéristique lui vient de sa linéarisation par l'endonucléase Eco RV. 
Ces thymidines en 3' augmentent fortement l'efficience de la ligation dans 
le plasmide en empêchant la recircularisation du vecteur sur lui-même. 
Les produits PCR amplifiés par la Taq Polymérase, qui a la propriété de 
leur ajouter une adénine aux extrémités 5 ', vont ainsi venir se lier au 
plasmide. Le vecteur pGEM®-T easy possède un gène de résistance à 
l'ampicilline, une origine de réplication procaryote et un site multiple de 
clonage inséré dans l'élément Lac Z. Ceci est :;,articulièrement intéressant 
car il permet une sélection d ite blanc-bleu entr e les bactéries possédant le 
plasmide portant l'insert e t celles dont le plasmide n'a pas incorporé 
d'insert. 
3.10.1. Ligation des inserts dans pGE~-T easy (fig. 11-7) 
Le mélange réactionnel est composé de : 
- 50 ng du vecteur pGEM®-T easy (Pr omega, Madison, U.S .A.) 
- 15 u d'ADN ligase T4 (Promega, Madison, U.S .A.) 
- Tampon de l'ADN ligase T4 : - 30 mM Tris-HCl, pH 7,8 
- 10 mM MgCb 
- 10 mM DTT 
- 1 mMATP 
(Promega, Madison, U.S .A.) 
- 3 µl d'ADN purifié (cf. point 3.9.) 
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Ce mélange réactionnel est réalisé sur glace e: in cubé une nuit à 4 °C. 
3.10.2. Préparation de bactéries CaCl,2 compétentes 
3.10.2.a. Matériel 
- Colonie de E. Coli Sure (Stratagen e, La Jolla, U.S.A.) 
(Difco, Det roit, U.S.A.) 
(Difco, Det roit, U.S.A.) 
- LB Broth 
-Agar 
- Tétracycline (50µg/ml) (Sigma, St-Louis, U.S.A.) 
- Solution de CaCb: - 10 mM PIPES, pH 7,0 
(Sigma, S t -Louis, U.S.A.) 
- 60 mM CaCb (Merck, Darmstad, Allemagne) 
- 15 % glycérol (Merck, Darmstad, Allemagne) 
3.10.2.b. Méthode 
. préparation du milieu Luria Bertani {LB) 
Le milieu LB est composé de : - Hydrolysat de caséine (peptone) 1 % 
- NaCl 0 ,5 % 
- Extraits de levure 0,5 % 
Il est préparé à partir d'eau distillée add:.tionnée de 2 % de milieu 1B 
Broth en poudre. Il doit être autoclavé à une température de 125 °C durant 
30 min. 
Le milieu LB solide est de même composition que le milieu liquide 
mais il est additionné de 2 % d'agar avant la stérilisation à l'autoclave. Il 
est coulé dans des boîtes de Petri stériles lor sque la température est 
descendue à 55 °C. Lorsque le mileu est solidifié , les boîtes sont séchées 
en conditions stériles. 
Si un additif (antibiotique, IPTG, x-gal) doit être ajouté au milieu LB, 
cela se fait également lorsque la température est descendue à 55 °C. 
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. préparation des bactéries compétentes 
Une préculture est tout d'abord réalisée par inoculation d'une 
colonie d'E. Coli Sure dans 50 ml de milieu LB additionné de tétracycline. 
Celle-ci se développe durant une nuit à 37 °C sous agitation modérée. 
Le lendemain, 2 ml de préculture sont inoculés dans 250 ml de IB 
avec tétracycline. Cette culture se développe à 37 °C sous agitation 
modérée jusqu'à ce que sa densité optique à 590 nm atteigne 0,7-0,8 
(phase de croissance exponentielle). 
A ce moment, 2 fois 100 ml de cette culture sont prélevés dans 2 
cylindres stériles, puis incubés sur glace pendant 10 min. 
Il s'en suit une centrifugation de 7 min à 3000 rpm (Beckman J-21 B, 
rotor JA-14), à 4 °C. 
Les culots sont alors resuspendus dan s 20 ml d'une solution de 
CaCh stérile froide (4 °C) , puis centrifugés 5 min à 2500 rpm à 4 °C. Le 
culot est resuspendu dans 20 ml d'une solution de CaCh froide, le tout est 
incubé 30 min sur glace. 
Il s'en suit une centrifugation de 5 min à 2500 rpm à 4 °C. Le culot 
est alors resuspendu dans 4 ml de solution de CaCh froide avant d'être 
aliquoté par 100 µl. Les fractions ainsi obtenues peuvent être conservées 
à -70 °C ou utilisées directement pour une transformation. 
3.10.3. Transformation des bactéries p a r la méthode du choc 
thermique. 
Un aliquot de 100 µl de bactéries CaCh compétentes est dégelé sur 
glace, puis additionné de 10 à 100 ng d'ADN exogène (mélange de ligation). 
Il s'en suit une incubation de 10 min sur glace, puis un passage de 2 
min dans un bain à 42 °C (choc thermique) . 
500 µl de milieu LB sont alors ajoutés à la suspens10n bactérienne 
qui est ensuite incubée 30 min à 37 °C avant d'être étalée sur boîtes de 
Petri contenant milieu LB solide supplémenté de IPTG 40 µg/ml (Promega, 
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Madison, U.S.A.) ; x-gal 80 µg/ml (Promega, Madison, U.S.A.) ; Ampicilline 
(Sigma, St-Louis, U.S.A.). Ces boîtes sont incubées une nuit à 37 °c. 
3.11. Mini-préparation d'ADN plasmidigue 
3.11.a. Matériel 
- LB Broth 
- Ampicilline ( 100 µg/ ml) 
- Kit miniprep de Qiagen 
- Isopropanol 
- Ethanol 
3.11. b. Méthode 
(Difco, Detroit, U.S.A.) 
(Sigma, St-Louis, U.S.A.) 
(Qiagen, Hilden, Allemagne) 
(Sigma, St-Louis, U.S.A.) 
(Merck, Darm stad, Allemagne) 
Lorsque les colonies sont visibles sur boîte de Petri, c'est-à-dire le 
lendemain, les blanches sont piquées et servent à inoculer 2,5 ml de 
milieu LB additionné d'ampicilline (100 µg/ml). Il s'en suit une incubation 
d'une nuit à 37 °C sous agitation modérée. 
Le lendemain, 1 m l de culture est prélevé dans un microtube, et 
centrifugé 5 min à 15.000 rpm. 
Le milieu de culture est éliminé et le culot resuspendu dans 300 µl 
de tampon Pl (composé de RNAse A 100 µg/ml, de Tris-HCl 50 mM et de 
EDTA 10 mM). 300 µl de tampon P2 y sont ajo tés (composé de NaOH 200 
mM et de SOS 1 %), le tout est incubé pen dant 5 min à température 
ambiante. 
300 µ1 de tampon P3 sont alors ajoutés (composé d'acétate de 
potassium 3,0 M, pH 5,5) et le mélange est incu bé 10 min sur glace. 
Il s'en suit une cent rifugation de 15 m in à 15.000 rpm à 4 °C au 
terme de laquelle le surnageant est récupéré . 
Après en avoir estimé le volume, 0,8 volume d'éthanol y sont ajoutés 
afin de précipiter l'ADN. 
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L'ADN est culotté par centrifugation 15 min à 15.000 rpm à 4 °C, puis 
lavé avec 300 µl d'éthanol 70 %. 
Il est ensuite centrifugé 15 min à 15.000 rpm à 4 °C. 
L'éthanol est éliminé et le culot séché à température ambiante avant 
d'être resuspendu dans 20 µl d'eau distillée. 
3.12. Vérification de la construction 
3.12.1. Restriction par Eco RI 
3. 12 .1. a. . Matériel 
- Enzyme de restriction Eco RI 
- Tampon de restriction H 
- Marker IV 
3.12.1.b. Méthode 
(Promega, Madison, U.S.A.) 
(Promega, Madison, U.S.A.) 
(Eurogentec, Liège, Belgique) 
Préparer le mélange de restriction à température ambiante : 
- 4 µl ADN plasmidique (cf point 3.11 .) 
- Tampon de rest riction H : - Tris-HCl 90 mM, pH 7,5 
- MgCb 1 mM 
- NaCl 50 mM 
- 10 u enzyme de restriction Eco RI 
- Eau distillée 
La restriction est réalisée pendant 1 heure à 37 °C. 
Le produit de restriction est ensuite déposé sur un gel d'agarose 2 % 
(voir point 3.8. pour la méthode suivie). 
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3.12.2. PCR d'amplification du site de clonage du plasmide 
Cette étape permet également de vérifier la présence d'un insert 
dans un plasmide. De plus , le produit de cette PCR sera utilisé pour le 
séquençage de l'insert. En effet, le séquen çage d 'un morceau d 'ADN 
linéaire est généralement plus aisé que celui d'un plasmide circulaire 
entier. 
3.12.2.a. Matériel 
- ADN plasmidique (cf poin t 3.11.) 
- AmpliTaq Gold Polymerase (5 u/µl) (Perkin Elmer, Foster City, U.S.A.) 
- Tampon pour la Taq Polymérase l0x (Perkin Elmer, Foster City, U.S.A.) 
- Chlorure de magnésium 25mM (Perkin Elmer, Foster City, U.S .A.) 
- dNTP 250 µM (Eurogentec, Liège, Belgique) 
- Amorce M 13 sens (Eurogentec, Liège, Belgique) 
- Amorce M 13 anti-sens (Eurogentec, Liège, Belgique) 
3.12.2.b. Méthode 
Chaque échantillon est composé de : 
- 2 µl d'ADN plasmidique (cf point 3.11.) 
- 1 u Taq Polymérase 
- Tampon pour la Taq polymérase: - 15 mM Tris-HCl, pH 8,0 
- 50 mM KCl 
- 1,5 mM MgCb 
- 12,5 µM dNTP 
- 250 nM amorce arbitraire 
- 64 nM amorce M 13 sens 
- 64 nM amorce M 13 anti-sens 
- eau distillée 
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Les conditions de PCR sont les suivantes 
- 94 °C pendant 10 min 
- 35 cycles : - 94 °C pendant 30 sec 
- 50 °C pendant 15 sec 
- 72 °C pendant 4 min 
- 72 °C pendant 10 min 
3.13. PCR en vue du séquençage 
3 .13.a. Matériel 
- Matrice (cfr point 3.12.1 ou 3.12.2) 
- Amorce M13 (sens ou anti-sens) 
- Ready Reaction Mix (Perkin Elmer, Foster City, U.S.A.) 
3.13.b. Méthode 
Le mélange réactionnel est composé de : 
- 0.5 µl de matrice 
- 0.5 µl d'amorce M13 (sens ou anti- sens) 
- 5 µl d'eau distillée 
- 4 µl de Ready Reaction Mix con tenant la polymérase, les 
dNTPs, les dNTPs terminateurs fluorescents et le tampon 
PCR. 
Les conditions PCR sont les suivantes : 
- 96 °C pendant 5 min 
- 25 cycles: - 96 °C pendant 30 sec 
- 50 °C pendant 15 sec 
- 60 °C pendant 4 min 
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3.14. Purification des produits PCR 
Avant de séquencer les échantillons, il est nécessaire de les 
purifier. 
3.14.a. Matériel 
- Ethanol absolu (Merck, Darmstad, Allemagne) 
3.14.b. Méthode 
40 µl d'éthanol 80 % sont ajoutés aux 10 µl de produit PCR. Le tout 
est agité et incubé, dans l'obscurité, durant 15 min à température 
ambiante. 
Les échantillons sont alors centrifugés 20 min à 15.000 rpm à 4 °C. 
Le culot d'ADN est resuspendu dans 25 µl d'éthanol 70 %, puis 
centrifugé 10 min à 15.000 rpm à 4 °C. 
Le surnageant est éliminé et le culot est séché 15 min au Speed-Vac 
(Heto-Holten, Aller0d, Danemark). 
3.15. Séquençage 
La technique de séquençage utilisée est un séquençage à 
fluorescence par PCR avec le système ABI.PRISM Dye terminator cycle 
sequencing ready reaction kit (Perkin Elmer, Foster City, U.S.A.). 
Une PCR est réalisée sur le fragment à séquencer en présence d'une 
seule amorce (sens ou anti-sens) permettant l'amplification d'un seul brin. 
Le mix PCR contient un mélange adéquat de nucléotides 
terminateurs marqués 
rhodamine, ... ) bloquant 
par un agent fluorescent (fluorescéine, 
l'élongation lorsqu'ils sont insérés dans 
l'amplicon, et de nucléotides non marqués permettant l'élongation. 
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La réaction PCR produit alors un ensemble d'amplicons de taille 
variable et terminés par un nucléotide fluorescent. Cette population est 
ensuite déposée sur gel de polyacrylamide 4 %. La migration s'effectue 
suivant la taille des fragments. 
Le profil de migration obtenu est lu par un laser qui excite les 
marqueurs fluorescents. Ceux-ci émettent a lors un signal sous une 
longueur d'onde qui leur est propre. La succession des émissions donne 
ainsi la séquence. 
La séquence sens s'obt iendra en présen ce de l'amorce anti-sens et 
inversément. 
Une fois la séquence obtenue, son identité est vérifiée dans une 
banque de donnée disponible grâce au programme informatique BLAST à 




Lors de ce travail, nous avons voulu entreprendre la comparaison de 
l'expression génique de cellules soumises à des stress non létaux répétés 
sous éthanol ou sous tert-butylhydroperoxyde (t-BHP), de cellules non 
stressées et de cellules sénescentes. Pour cela, nous avons utilisé la 
technique du differential display qui permet de comparer simultanément 
l'expression génique de plusieurs populatiop.s cellulaires. Nous allons 
maintenant décrire les résultats obtenus au cours des différentes étapes 
jusqu'à l'identification de gènes candidats potentiellement exprimés de 
manière différentielle dans une de ces populations de cellules. 
1. Mise au point des conditions de stress 
La première phase de ce travail a consisté en la mise au point des 
conditions de stress. En effet, nous devions évaluer les concentrations 
optimales en t-BHP et en éthanol pour lesquelles on peut mettre en 
évidence un vieillissement accéléré sans cau ser de mortalité cellulaire 
suite à l'application d'un stress par jour durant 5 jours consécutifs. 
Pour cela, nous avons utilisé deux tests. Tout d'abord un test de 
cytotoxicité qui consiste au dosage de la concentration en protéines par la 
méthode du Folin. Des études précédemment réalisées au laboratoire ont 
montré que la quantité de protéines dans une culture de fibroblastes WI-
38 est le reflet fidèle du nombre de cellules présentes dans la culture. Les 
résultats obtenus par ce test ont été comparé à ceux obtenus par des 
méthodes différentes t elles que la méthode au MTT, la méthode à 
l'hexosaminidase et le comptage de cellules. Toutes ces méthodes ont 
donné des pourcentages similaires pour des concentrations données en t-
BHP ou en éthanol par rapport aux cellules émoin non stressées. On a 
donc conservé le dosage de protéines en raison de sa facilité et de sa 
rapidité de mise en œuvre. Notons que l'induction de la synthèse 
protéique ne peut, à elle -seule, modifier la va leur obtenue par un dosage 
global par la méthode du Folin (Toussaint, O. et al, 1994b}. Ensuite, nous 
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avons utilisé le test de l'activité ~-galactosidase associée à la sénescence 
cellulaire (SA ~-gal) qui se base sur l'apparition d'une activité enzymatique 
~-galactosidase détecta le chez les cellules s énescentes à pH 6,0 (Dimri, 
G. et al, 1995). Dés lors, ce test nous permet de déterminer la proportion 
de cellules sénescentes en présence de substrat x-gal, dont le produit 
enzymatique donne aux cellules positives u n e couleur bleue, facilement 
détectable au microscope optique. 
Nous avons réalisé une série de 5 stress successifs sur des 
fibroblastes humains WI-38 jeunes à raison d 'un stress d'une heure par 
jour pour les cellules stressées au t-BHP et de deux heures par jour pour 
les cellules stressées à l'éthanol. Ces cellules se trouvaient à environ 
60% de leur durée de vie proliférative et n'éta ient pas encore tout à fait 
confluentes lors du premier stress. En ce qui concerne le stress au t-BHP, 
nous avons utilisé les concentrations de 20, 25 et 30 µM diluées dans du 
milieu de culture BME + 10% FBS. Pour le stress à l'éthanol, nous avons 
testé les concentrations de 4% et 5% également diluées dans du milieu de 
culture BME + 10%FBS. 
Deux contrôles sont réalisés. D'une part des cellules jeunes n'ayant 
subi aucun stress (que nous nommons par la suite "jour 0 "). D'autre 
part, nous utilisons des cellules ayant subi les mêmes conditions que les 
cellules stressées mais sans addition de molécule stressante (ce sont les 
cellules "contrôle"). Avant de doser les protéines cellulaires et de réaliser 
le test SA ~-gal, nous donnons 2 jours de récupération aux cellules. Ainsi, 
nous sommes dans les mêmes conditions de s tress que celles mises au 
point au laboratoire et entraînant l'apparition des biomarqueurs du 




Fig. III-3 : A : Cellules contrôles avant le 1er stress 
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Fig. III-1 : Courbe de mortalité cellulaire sous des concentrations croissantes 
en t-BHP après 5 stress successifs à raison d'un stress par jour. 
Les résultats sont exprimés en pourcentage de protéines par rap-
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Fig III-2 : Courbe de mortalité cellulaire sous des concentrations croissantes 
en éthanol après 5 stress successifs à raison d'un stress par jour. 
Les résultats sont exprimés en pourcentage de protéines par rap-
port à la quantité de protéines présentes au jour O. 
1.1. Estimation de la mortalité cellulaire par 1 dosage des protéines. 
1. 1. a. Résultats 
On observe une augmentation de la qu a n tité de protéines cellulaires 
d'environ 40% pour les cellu les " contrôle ". Pour les cellules stressées 5 
fois sous respectivement 20, 25 et 30 µM t-BHP, on observe une 
augmentation de 35, 25 et 15% de la quantit é de protéines cellulaires. La 
quantité de protéines obtenue après 5 stress de 30 µM en t-BHP n'est pas 
signicativement différente de celle obtenue a jour 0 (100% + /- 6,2 , 114% 
+/- 1,6) . 
De même, on observe chez les cellules stressées durant 5 jours 
consécutifs à l'éthanol, une augmentation de la quantité de protéines 
cellulaires de l'ordre de 50% pour les cellules "contrôle" et de 15 et 10% 
pour les concentrations de 4% et de 5% (fig. III-2). De plus, la quantité de 
protéines cellulaires après 5 stress sous éthanol 5% est proche de celle 
des cellules" jour O" (100% +/- 6,2, 110% +/- 7,1). 
1.1. b. Discussion 
L'augmentation de la concentration en protéines chez les cellules 
" contrôle " par rapport aux cellules "jour O" peut être expliquée par le fait 
que ces cellules ont pu continuer à se diviser jusqu'à atteindre un stade 
de confluence, d'ailleurs visible au microscope à contraste de phase (fig. 
111-3). 
On remarque également que dès qu'u n e culture de fibroblastes WI-
38 est mise en contact avec une molécule s ressante, sa croissance est 
limitée. Et cette croissance est d'autant plu faible que la concentration 
en molécule stressante utilisée est élevée. 
Ces résultats confirment des résultats précédemment obtenus au 
laboratoire où l'on montre que le potentiel prolifératif cellulaire est 
d'autant plus fortement et longuement diminué que le stress a été 
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Fig. III-4 : Pourcentage de cellules présentant l'activité SA b-gal 
sous des concentrations croissantes en t-BHP après 5 
stress successifs à raison d'un stress par jour. 
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Fig, III-5 : Pourcentage de cellules présentant l'activité SA b-gal 
sous des concentrations croissantes en éthanol après 
5 stress successifs à raison d'un stress par jour. 
Ainsi, le seuil de mortalité cellulaire après u n seul stress au t-BHP d'une 
heure réalisé dans nos con ditions est de lmM en t-BHP, soit plus de 33 
fois supérieure à la concentration de 30 µM u tilisée ici (Dumont, P. et al, 
soumis pour publication). Des travaux précédents ont montré que la 
mortalité cellulaire apparaissait respectivement à des concentrations de 
1000, 500, 100, 75 et 40 µM en t-BHP après 1, 2, 3, 4 et 5 stress. Ces 
travaux ont aussi montré que l'incorporation de thymidine tritiée dans 
l'ADN est fortement abaissée, au moins pendant 168 h, après le dernier 
stress sous t-BHP 30 µM, atteignant des valeu rs aussi faibles que celles 
obtenues pour des cellules sénescentes qui ont un potentiel prolifératif 
quasi nul. 
Afin d'examiner s1 ces concentrations pouvaient accélérer le 
processus de vieillissement in vitro, nous avon s réalisé le test de la SA ~-
gal aux mêmes concentrations. 
1.2. Cellules positives pour l'activité SA ~-gal 
1.2.a. Résultats 
Nous constatons que la proportion de cellules positives au test 
augmente avec la concentration en t-BHP utilisée . Ainsi, on observe une 
augmentation de l'ordre de 35, 55 et 100% pour les concentrations 
respectives de 20, 25 et 30 µM (fig. III-4). 
En ce qui concerne les cellules stressées à l'éthanol, on observe 
également une hausse de la proportion de cellules positives au test de 
l'ordre de 25 et 60% pour les concentration s respectives de 4 et 5% 
d'éthanol (fig. III-5). 
1.2.b. Discussion 
On remarque que la proportion de cellules montrant une activité SA 
~-gal tend à augmenter après les stress, et ce en fonction de la 





Fig. III-6a: Cellules stressées au t-BHP 
A : Avant le premier stress 
B : Après le premier stress 
C : Le lendemain du premier stress 
-
correspondent à une augmentation de la proportion de cellules 
sénescentes chez les cellules soumises au stress, ce qui semble donc 
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révéler une accélération du processus de vieillissement in vitro. Ces 
résultats confirment les résultats précédem ent obtenus (Dumont, P. et 
al, en préparation). 
En conclusion, suite à ces différents résultats obtenus, nous 
utiliserons des stress d'u n e concentration de 30 µM pour le t-BHP et de 
5% pour l'éthanol, ce qui correspond aux doses optimales n'impliquant pas 
une mortalité cellulaire et in duisant le vieillis ement cellulaire in vitro. 
2. Differential display 
2.1. Résultats 
2.1.a. Stress successifs et extraction d'ARN 
Suite aux différentes mises au point des con ditions de stress, nous 
avons réalisé deux séries de stress répétés aux concentrations de 30 µM 
pour le stress au t-BHP (fig. III-6a) et de 5% pour le stress à l'éthanol (fig. 
III-6b). Comme contrôle, n ous prenons d'une part des cellules n'ayant subi 
aucun stress Uour 0) et d'autre part des cellules ayant été soumises aux 
mêmes conditions que les cellules stressées mais sans contact avec une 
molécule stressante (contrôle). Toutes ces cellu les sont jeunes (à 60% de 
leur durée de vie proliférative) et de plus, nou s analyserons l'expression 
génique de cellules sénescentes (se trouvant à 95% de leur durée de vie 
proliférative). Toutes sont issues d'une même culture cellulaire de départ 
de fibroblastes WI-38. Suite aux 5 jours de s tress, on laisse une période 
de récupération de 2 jours. Le 2ème jour de récupération, le milieu de 
culture des cellules est remplacé par du nouveau milieu, ceci afin que les 





Fig. III-6b : Cellules stressées à 1 'éthanol 
A: Avant le premier stress 
B : Après le premier stress 
C : Le lendemain du premier stress 
Pour ce qui est de l'extraction de l 'ARN, nous avons suivi 1 e 
protocole décrit dans la partie Matériels et Méthodes. Notons toutefois 
que nous avons du modifier ce protocole par rapport à sa version originale 
qui comprenait une étape de rinçage préalable des cellules au PBS froid. 
En effet, l'extraction d'ARN chez les cellules sénescentes semblait 
inefficace car le profil d'ARN total sur gel montrait une dégradation 
importante de l'ARN. Ceci était probablement dû à l'activité de RNAses 
lors de la lyse. Nous avons trouvé deux hypothèses explicatives possibles. 
Tout d'abord, il a été montré que les cellules sénescentes ont une 
membrane cellulaire moins fluide et donc plus fragile qui pourrait être plus 
vite lésée que celle des jeunes lors des rinçages précédents la lyse 
cellulaire. Deuxièmement, les cellules sénescentes contiennent un plus 
grand nombre de lysosomes qui contiennent, entre autres des RNAses 
(Remacle, J. et al, 1980). Dès lors, nous avons décidJI' de minimiser les 
risques de dégradation en ne rinçant plus les cellules au PBS froid mais 
en les lysant directement après avoir retiré leur milieu de culture. 
2.1.b. Transcription inverse et PCR 
Une fois les ARN extraits, ils ont été traités à la DNAse I afin de 
retirer tout ADN résiduel, cause principale de faux-positifs lors du 
differential display. Après cette étape, l'ARN est rétro-transcrit en 
utilisant 4 amorces poly-T (TVA, TVf, TVC et TVG, cfr. Matériels et 
Méthodes). Ces amorces vont venir s'hybrider avec la queue poly-A de 
l'ARN-m et permettre ainsi leur sélection à partir de l'ARN total et leur 
rétro-transcription en ADN-c. Les populations d'ADN-c sont ensuite 
amplifiées en utilisant les amorces " aléatoires " arbitrairement choisies 
(cfr. Matériels et Méthodes) et les amorces utilisées à l'étape précédente. 
Chaque échantillon est alors déposé sur gel de polyacrylamide. 
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Nombre total de variations 
156 
Communes à la sénescence Communes aux stress Spécifiques à la Spécifiques au Spécifiques 
et t-BHP et/ou EtOH t-BHP et EtOH sénescence t-BHP àl'EtOH 
+ 
9 









1 13 7 l i 23 7 34 10 3 1 
Variations communes à la sénescence f à au f moi ns un type de stress 
22 
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Fig.Ill-7: Classification des 156 bandes d'intérêt obtenues sur gels de 
polyacrylamide. Un «+ » s ignifie que ces bandes sont sur-
exprimées sur les gels, un «- » signifie que ces bandes sont 
sous-exprimée. Daris, le cadre de ce travail, nous allons 
analyser les 22 bandes variant de façon similaire chez les 
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Fig. lll-8 : Représentation des 22 bandes choisies dans le cadre de notre 
travail. Chaque ba nde est identifiée par son numéro d'ordre (de 
1 à 22 , que nous utiliserons par la suite pour les différencier), 
son numéro de code précis nous permettant de retrouver de 
quel gel cette bande à été excisée (reprenant le numéro de 
l'amorce aléatoire « arbitrairement » choisie et le type d 'amorce 
poly-T ayant servi à l'amplifier, ainsi que sa position sur la 
piste du gel. Par exemple, la 2ème bande d'intérêt se trouvant 
sur la piste correspondant aux éch antillons amplifiés avec 
l'amorce « aléatoire » arbitrairement choisie 16 et le poly-T TVT 
est codée 16T2.) 
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Fig. 3-9a : Profil type obtenu sur gel de polyacrylamide 
lors du differential display 
1 : échantillons contrôles 
2 : échantillons t-BHP 
3 : échantillons éthanol 
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empreintes des 
bandes découpées 
1 2 3 4 
Fig. 3 -9b : Autoradiographies des bandes d 'intérêt à partir desquelles une 
séquence a été obtenue au cours de ce travail. 
A droite, autoradiographies montrant que les bonnes bandes ont 
été excisées du gel de polyacrylamide. 
1 : échantillons contrôles 
2 : échantillons t-BHP 
3 : échantillons éthanol 
4 : échantillons sénescents 






















Fig. III-10 : Visualisation sur gel d' agarose des bandes d' intérêt 
réamplifiées par PCR. Les produits PCR obtenus sont purs (une seule 
bande) , à l'exception des pistes 11, 20 et 21. 
Les n° correspondent au numéro d'ordre des bandes (cf. fig III-8) 
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Fig. III-11 : Vérification del' excision des seules bandes d'intérêt dans 
les p istes 11 , 20 et 21. 
Les n° correspondent au numéro d'ordre des bandes (cf. fig III-8) 
2.1.c. Gels de polyacrylamide et isolation des bandes d'intérêt 
Après av01r comparé les différentes ban des sur le gel suivant les 
populations, nous avons identifié une série de bandes d'intérêt, c'est-à-
dire celles dont l'expression varie selon les populations. Nous avons ainsi 
répertorié 156 bandes d'intérêt, pouvant être classées dans 5 catégories 
différentes suivant qu'elles sont spécifiques à un des deux stress ou aux 
deux, à la sénescence ou à u n seul/ ou aux deux stress et à la sénescence 
(fig. III-7). 
Nous avons décidé de nous consacrer dan s le cadre de ce travail aux 
variations communes à la sén escence et à au m oins un type de stresss, ce 
qui correspond à 22 bandes d'intérêt (fig. III-8) . 
Chacune de ces bandes a alors été extra ite du gel et réamplifiée en 
utilisant le même couple d'amorces (cfr. Matériels et Méthodes). Nous 
vérifions l'exsision de labande en réexposant le gel après excision durant 
2 jours (fig. III-9). 
2.1.d. Purification des produits PCR après récupération des bandes 
d'intérêt 
Afin de contrôler leur taille, leur amplification et leur pureté, les 
échantillons PCR sont en suite déposés sur un gel d'agarose 2%. En effet, 
il est nécessaire de vérifier qu'une seule bande a bien été excisée avant de 
purifier cet échantillon en vue du clonage. Sur notre gel (fig. III-10), nous 
pouvons observer que 19 ban des sont pures et peuvent donc être purifiées 
directement à partir de leu r échantillon PCR, par contre on remarque des 
bandes supplémentaires pour les échantillo s n° 11, 20 et 21. Ces 3 
bandes seront dés lors excisées du gel d'agarose et purifiées à partir de 
celui-ci. Une photo est ensuite réalisée afin de vérifier l'excision (fig. III-
11). 
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Fig. III-12 : Vérification de la présence d' un insert dans les 
plasmides par restriction Eco RI. 
Les n° correspondent au numéro d'ordre des bandes (cf. fig III-8) 
a= rapport de concentrations insert: plasmide= 3 : 1 
b = rapport de concentrations insert : plasmide = 1 1 
Chaque piste correspond à un clone différent 





















Fig. III-13 : Réamplification des inserts clonés dans le vecteur 
pGEMT-easy par PCR en utilisant les amorces M13 situées de part 
et d' autre du site de clonage. Tous les inserts clonés ont bien été 
réamplifiés et vont être séquencés. 
Les n° correspondent au numéro d'ordre des bandes (cf. fig III-8) 
a= rapport de concentrations insert: plasmide= 3 : 1 
b = rapport de concentrations insert : plasmide = 1 : 1 
no n° bande transcrit identifié sens de la variation 
CTL t-BHP EtOH Sén. 
2 3C1 p34-Arc • 
4 3T1 SAP 145 • • 
5 10A1 non séquencé • 
1 0 13G4 Rad 17 • 
1 1 14C1 EST fibroblast senescent • • 
1 2 14T4 EST thyroid • 
1 5 15T1 non séquencé • • 
19 21A2 KNP-I • • 
Fig. III-14 : Tableau reprenant le numéro des bandes excisées, le transcrit 
identifié suite au séquençage ainsi que le sens de la variation (un point 
indique une sur-expression de la bande) 
2.1.e. Clonage et séquençcge des bandes d'intérêt 
Une fois les écha tillons purifiés, nous pouvons les insérer par 
ligation dans le plasmide pGEMT-easy. Nous avons testé 2 rapports de 
concentration inserts:plasm ide, 1: 1 et 3 : 1. Le plasmide est ensuite 
introduit dans des bactéries E. Coli Sure rendues compétentes avec du 
CaC12 puis transformées pa r la technique du choc thermique. La sélection 
est ensuite réalisée sur milieu additionné d'Ampicilline et de x -gal. En 
effet, le vecteur pGEMT-easy permet une sélection supplémentaire dite 
blanc-bleue suivant que finsert a été ou non incorporé dans le vecteur. 
Les colonies dont le vecteur ne contient pas d'insert deviendront bleues 
sur milieu x-gal, tandis q-..1e les autres resteront blanches. Les colonies 
blanches sont ensuite récupérées et mises en culture liquide dans du 
milieu LB + Amp. 
Des mini-préparatio s d'ADN plasmidique sont ensuite réalisées, et 
nous récupérons l'ADN plasmidique tel que cela a déjà été décrit dans le 
Matériels et Méthodes. Connaissant l'ensemble des sites de restriction du 
vecteur, nous avons réali.Eéf des restrictions par l'enzyme EcoRI afin de 
vérifier si nos inserts ont bien amplifiés dans le vecteur. Les profils de 
restriction, réalisés sur gd d'agarose 2%, montrent que 15 inserts ont 
bien été amplifiés (fig III-12) , ceux-ci correspondent à 8 clones différents. 
De plus, nous avons u:ilisé une autre méthode consistant en la 
réamplification de l'insert ? ar les amorces M 13, situées de part et d'autre 
du site de clonage (fig. IC- 13). Ceux-ci ont été ensuite séquencés (cfr. 
séquences complètes en Ennexe) et comparés aux séquences présentes 
dans le programme BLAST disponible sur internet. Voici un tableau 
reprenant l'ensemble des résultats obtenus: 
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Site de Consensus 
branchement de droite 
11
,,! Région Py 
'I ~;, U2AF 
--•1------ 0 UACUAAC - Py-AG---





GU----- UACUAAC -Py- AG 
Complexe E 
U1 se fixe au site d'épissage en 5' 
U2AF se fixe à la région des 
pyrimidines 
Complexe A 
U2 se fixe au site de branchement 
Complexe 81 
Fixation du trimère US/U4/U6 
US se fixe à l'exon du site 5' 
U6 se fixe sur U2 
Complexe 82 
U1 est libéré 
US se déplace de l'exon à l'intron 
U6 se fixe sur le site d'épissage S' 
Complexe C1 
U4 est libéré 
U6/U2 catalyse la transestérification 
US se fixe sur l'exon au niveau du site 
d'épissage 3' 
Le site 5' est clivé et un lasso 
est formé 
Complexe C2 
U2/U5/U6 reste fixé au lasso 
Le site 3' est clivé et les exons 
sont ressoudés 
L'ARN épissé est libéré 
Le lasso est débranché 
Fig. III-15: Schéma général de la maturation de l'ARN-m par la 
particule d'épissage ou spliceosome. 
(Lewin, 1998) 
2.1.f. Description des gènes correspondants aux fragments d 'ADN 
identifiés lors du séquençage 
1. SAP 145 
La protéine SAP 145 (Spliceosome Associated Protein) intervient 
dans la constitution du spliceosome ou particule d'épissage, lors de la 
maturation de l'ARN-m. D'autres protéines SAP interviennent avec elle 
dans la composition des facteurs d'épissage SF3a (SAPs 61, 62 et 114) et 
SF3b (SAPs 49, 130, 145 et 155) associées à la particule 
ribonucléoprotéique (RNPsn) U2 (Staknis, D. et al, 1994). La RNPsn U2, 
constituée de ces protéines et de l'ARNsn U2, interagit lors de la 
formation du complexe A (fig. III-15) avec le site de branchement, site bien 
conservé lors de l'évolut ion et se trouvant dans l'intron. Cette 
reconnaissance se fait via l'ARN sn U2 et est capitale pour les étapes 
suivantes car elle engendre une conformation réactionnelle des bases 
impliquées dans l'épissage (fig. III-16). 
Les protéines SAP, capables de reconnaître l'ARN, peuvent s'y 
attacher et leur rôle serait donc, probablement de stabiliser le complexe 
entre le pré-ARN-m et la RNPsn U2 (Gozani, O. et al, 1998) . 
2. KNP-I 
Ce gène, dont la fonction exacte n'est pas encore connue, se trouve sur 
le chromosome 21 humain en position 21q22.3 (Nagamine, K. et al, 1996). 
Homologue du gène bactérien d'E. Coli SCRP-27 A, ce gène est exprimé 
dans une grande partie des tissus humains et apparaît comme un gène qui 
pourrait être impliqué dans u ne fonction cellulaire de base. 
Sa protéine KNP-1 semble contenir une séquence d'adressage vers la 
mitochondrie dans sa région N-terminale. De plus, il a été montré que son 
expression était plus importante dans le cœur, le muscle squelettique et 




Fig. III- 16 : Modèle de recrutement de la RNPsn U2. 
(Gozani, O. et al, 1998) 
Plasma membrane 
(i) Targeting and activation 
Arp2/3 complex 
( ii) Nucleation Side-binding 
(iii) Branching 
(iv) Dendrit ic network 
Currenl Opinion in Cell Biology 
Fig. III-17 : Schéma reprenant les différents rôles du complexe 
Arp2/3 in vitro dans la polymérisation et 
l 'organisation de l'actine . 
(Machesky, L. et Gould, K. , 1999) 
élevé, ce qui suggère a u ssi une relation de cette protéine avec la 
mitochondrie. 
Enfin, se situant dans u ne région chromosomique où sont localisées 
plusieurs maladies comme la maladie polyglandulaire auto-immune de type 
I (APECED), l'holoprosencéphale (HPE) et l'épilepsie myoclonale de type I 
(EPMI), ce gène est présenté comme candidat potentiel fragile pouvant être 
affecté dans celles-ci. 
3. p34-Arc 
Le gène p34-Arc code pour une protéine intervenant comme sous-
unité du complexe Arp2/3. 
In vitro, il a été montré que ce complexe semblait stable et qu'il 
intervenait dans l'augmen tation de la polymérisation des monomères 
d'actine et dans l'organisation des filaments d'actine en structure tri-
dimensionnelle (Mullins, R. et al, 1998). Le modèle proposé est le suivant 
(fig. 111-17) : dans un premier temps, le complexe Arp2/3 serait activé et 
envoyé à un site de polymérisation d'actine par un mécanisme encore 
inconnu (peut-être via les WASP proteines). Une fois sur place, il est 
capable de s'associer à un monomère d'actine et de stimuler la 
polymérisation. De plus, il a la capacité de pouvoir s'attacher à des 
filaments d'actine déjà formés. Suite à ces différentes propriétés, il se 
forme des branchements entre le complexe Arp2/3 et l'actine jusqu'à la 
formation d'un réseau 3D. In vivo, ce mécanisme semble modifié en ce 
sens que la profiline se fixerait d'abord au complexe Arp2/3 puis induirait 
la capture de monomères d 'actine et l'induction de leur polymérisation. 
4. Rad 17 
Ce gène est l'homologue du gène radl 7+ présent chez S. Pomœ 
(Bluyssen, H. et al, 1999). Ce gène est bien conservé au long de l'évolution 
et semble jouer un rôle da ns le contrôle de l'arrêt du cycle cellulaire en 
phase S lorsque des dommages sont détectables sur l'ADN (fig. 111-18) . De 
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Fig. III-18 : Schéma général reprenant les différents points de 
contrôle du cycle cellulaire chez S. Pombe, montrant 
notamment l'emplacement du contrôle de radl 7+. 
(Stewart, et al, 1996) 
plus, sa protéine radl 7+ provoque l'arrêt du cycle en G2/M lorsque la 
réplication est incomplète (Stewart, E. et al, 1996). Cette protéine possède 
plusieurs domaines homologues au facteurde réplication RF-C : un 
domaine de liaison aux hucléotides (walker A) et un site catalytique de 
liaison de métal (walker B). Il est probable que Radl 7 joue un rôle 
semblable à RF-C qui est responsable de la liaison de l'ADN polymérase 8 
et e à l'ADN. 
5. EST 
Deux EST (expressed sequence tag) ont également été retrouvées, 
une qui a été isolée au niveau de la glande thyroïde humaine et une autre 
qui a été isolée chez des fibroblastes humains sénescents. 
Malheureusement, aucune information supplémentaire n'a pu être 
retrouvée les concernant. 
2.2. Discussion 
Au niveau de l'interprétation des résultats, il faut être prudent. En 
effet, ceux-ci doivent encore être vérifiés par d'autres techniques d'analyse 
différentielle telles que le Northern blot ou les biochips. Notons qu'en ce 
qui concerne ces derniers, il serait envisageable d'en réaliser en utilisant 
comme trappeurs les séquences obtenues suit e au clonage des candidats. 
Ensuite, nous pourrons mettre ces biochips en contact avec différents 
extraits cellulaires (" J·our O " " contrôle" " t-BHP" " EtOH " et 
' ' ' 
" sénescentes ") afin de vérifier les expressions différentielles de ces 
gènes. 
De plus, une vérification supplémentaire à effectuer sera de 
comparer l'expression de ces gènes avec les cellules "jour O ", qui, pour 
des raisons essentiellement techniques, n'ont pu être analysées sur gel 
avec les autres populations cellulaires testées . 
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Toutefois, nous pouvons émettre certaines hypothèses suite aux 
premiers résultats obtenus. 
Tout d'abord, pour les 2 EST qui ont été isolées, nous ne pouvons 
guère nous approfondir car les connaissances établies les concernant ne 
sont encore que très peu informatives. Cependant, nous pouvons nous 
intéresser d'un peu plus près à l'EST isolée chez des fibroblastes humains 
sénescents et qui semble y être sur-exprimée. Dans nos résultats, celle-ci 
correspond à la bande d'intérêt 11 (14Cl) sur-exprimée chez les cellules 
stressées à l'éthanol et les cellules sénescentes. Lorsque l'expression 
différentielle de cette EST sera vérifiée, des recherches plus poussées la 
concernant seront sans aucun doute extrêmement intéressantes à 
réaliser et constituent une des perspectives p ossibles de ce travail. 
En ce qui concerne le gène SAP 145, dont la protéine intervient dans 
la constitution du spliceosome, son expression semble augmenter chez les 
cellules soumises au t-BHP et les cellules sénescentes. Ici, nous pouvons 
nous référer à des résultats obtenus par d'autres équipes concernant la 
maturation de l'ARN au cours du vieillissemen t. En effet, il se trouve que 
certains ARN-m sont épissés d'une façon différente lors du vieillissement. 
Nous pouvons citer ici l'exemple de la fibronectine dont l'ARN-m est 
épissé de manière différente lors du vieillissement (Magnuson, V. et al, 
1991). De ce fait, il ne semble pas surprenant de retrouver des 
modifications de l'expression de gènes impliqués dans le mécanisme 
d'épissage au cours du vieillissement. 
Pour le gène KNP-I, qui semble surexprimé chez les cellules 
stressées à l'éthanol et chez les cellules sénescentes, son rôle n'est pas 
encore assez connu que pour qu'on puisse ém ettre des hypothèses quant 
à son implication dans le vieillissement cellulaire. Malgré tout, le fait qu'il 
y ait apparemment un lien entre sa protéine et la mitochondrie a 
particulièrement attiré notre attention. En effet, de nombreux 
changements (délétions, mutations, expression de certaines protéines) 
touchent la mitochondrie au cours du vieillissement. KNP-I pourrait avoir 
un rôle régulateur dans ces processus au cours du vieillissement. 
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Au niveau de l'expression différentielle du gène p34-Arc qui apparaît 
comme un gène sur-exprimé chez les cellules "contrôle", nous pouvons 
penser que ce gène est inhibé lors des stress et du vieillissement. Ceci 
entraînerait donc une expression moindre de sa protéine et donc une 
désorganisation structurale de l'actine. Une telle désorganisation pourrait 
avoir des conséquences sur la mobilité cellulaire, dont on sait qu'elle 
diminue chez les cellules âgées. 
Enfin, concernant le gène Radl 7, celui-ci semble apparemment sur-
exprimé dans les cellules " contrôle ". Comme son rôle défini jusque 
maintenant l'implique dans l'arrêt du cycle cellulaire, nous pouvons 
émettre l'hypothèse que celui-ci serait en fait sur-exprimé suite à 
l'inhibition de contact chez ces cellules arrivées à confluence. Une autre 
hypothèse serait que cette protéine serait exprimée constitutivement chez 
toutes les cellules arrivées à confluence, mais serait réprimée chez les 




Avant de terminer ce travail, nous pouvons discuter des différentes 
perspectives engendrées par celui-ci. 
Tout d'abord, il faudra vérifier ces expressions différentielles par une 
autre technique d'analyse comme le Northern blot et les biochips. Une 
biochips pourrait être mise au point pour cela comme cela a été 
précédemment expliqué lors de la discussion des résultats. 
Ensuite, on pourra terminer le clonage, le séquençage et 
l'identification des 16 autres bandes qui n'on t pu être menées à terme 
pour ce travail. 
Dans la même veme, nous pourrons également effectuer le même 
travail avec les 134 bandes que nous n'avons pas analysées dans le cadre 
de ce travail. 
Ainsi, même si nous savons que nous n 'arriverons probablement pas 
à l'identification de 156 gènes candidats différents, ne fût-ce que pour des 
raisons de " recoupement " des amorces arbitraires tel que nous l'avons 
déjà mentionné au début de ce travail. Néanmoins, nous trouverons tout 
de même un certains nombre de gènes dont l'expression varie dans nos 
conditions expérimentales. Et suite à cela, nous pourrons établir une liste 
des gènes exprimés de façon différentielle lors des stress et/ ou du 
vieillissement normal par rapport aux cellules jeunes. 
Nous pourrons alors comparer ces résultats que nous avons obtenus 
à partir de l'expression des ARN-m dans ces cellules avec d'autres 
résultats. Une recherche actuellement en cours au laboratoire vise à 
trouver des différences dans l'expression protéique par analyse de 
protéomes dans le même modèle cellulaire avec les mêmes types de stress 
que ceux que nous utilisons dans nos travaux . 
Ainsi, on pourrait avoir une vision globale des modifications 
intervenant lors du vieillissement cellulaire normal ou accéléré in vitro. Et 
ceci pourrait avoir une série d'applications différentes. 
Tout d'abord, ceci pourrait servir dans l'étude d'autres types de 
stress sur les fibroblastes. On pourrait ainsi mettre en évidence des gènes 
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dont l'expression est modifiée soit de manière différentielle entre les 
cellules ayant subi des stress différents par rapport aux cellules jeunes, 
soit de manière commune entre les cellules sénescentes et stressées par 
rapport aux jeunes. 
Ensuite, on pourrait élargir cette v1s10n à d'autres types cellulaires 
et comparer l'effet des stress sur ceux-ci. Ainsi, on pourrait étudier l'effet 
de ces stress sur des cellules de type prolifératif (cellules endothéliales, 
cellules musculaires lisses mais aussi ostéoblastes, chondrocytes, 
entérocytes). On peut aussi envisager des modèles de stress non létaux 
sur des types cellulaires non prolifératifs tels que les cellules nerveuses . 
On pourra également mettre en évidence des différences dans la 
réaction de ces différents types cellulaires aux stress que nous utilisons 
sur les fibroblastes. En effet, on sait déjà qu'il existe des différences, par 
exemple, sur le stress à l'éthanol entre les fibroblastes et les hépatocytes. 
Ainsi, chez les fibroblastes, il s'agit surtout d'un stress osmotique et de 
modifications de fluidité membranaire, tandis que chez les hépatocytes, 
l'éthanol agit comme un stress radicalaire via sa dégradation par le 
cytochrome p450 (non présent chez les fibro blastes), qui génère lors de 
son cycle de dégradation, des radicaux libres. 
On peut également noter qu'une autre suite à ce travail serait de 
cloner et d'identifier les séquences pour lesquelles aucune information 
n'est connue et donc essayer de trouver la fonction de ces gènes et leur 
éventuelle implication dans le vieillissement. 
Enfin, suite à ces différentes recherches, on pourrait peut-être 
élucider certaines interrogations comme les mécanismes moléculaires 
exacts se produisant suite aux stress et/ ou à la sénescence et rechercher 
d'éventuelles voies de transduction du signal. 
De plus, on pourrait rechercher des explications possibles à 
certaines observations qui ont déjà été réalisées sur les cellules 
sénescentes comme leur différenciation termin ale (Campisi, J. et al, 1996), 
leur destruction, leur accumulation dans les tissus. Par exemple, la 
destruction possible de ces cellules sénescen tes est souvent présentée 
comme responsable de micro-inflammations dûes à l'activation des 
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macrophages venant les détruire (Giacomoni, P. et D'Alessio, P., 1996). 
Ces cellules sénescentes sont aussi peut-être liées aux pathologies 
associées à la sénescence au vu de leur impossibilité à proliférer, de leur 
résistance à l'apoptose et d e leur phénotype différencié altéré (comme par 
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Signal G:60 A:37 T:58 C:58 
DT {BD Set Any-Primer) 
dRhod 
Points 819 to 8264 Base 1: 819 
Mar 1 juin 1999 9:33 
Lun 31 mal 1999 11 :57 
Spacing: 8.57 ABl100 
Page 1 of 2 
ONNCNAHOCGC CC NC C COAT N NATTOACNCA TT TAT OOCG A NC OOGC CCGACGT COCA TG C TC C CGOCCCGC CA TO G CG OC CGCO G GA AT TCGA TT CO OC TGCAOT T NT T TT T TT TT TT TA ACT TC TNG GO A AC 
10 ri"'',-,-rr-r,. . ◄O 50 7 80 90 100 110 120 130 
A T NA A O TC T TT OC A AN C N CAON TC OA A TC TA TONG TC TAT NT NA AT CA N TAON GA AT TC NC GO CC OC C TOC AG G TC NA C CA T N TG G GA A A OC TC CC A AC N C N T N G NAT N CA TAC N T N GAG T N TT 
1 ◄0 150 160 170 180 1QO 200 210 220 230 2◄0 250 
NATAGGGTCN C CTAAATANCTNGGC GTAATCANGGCCATAGC TGTT TCCANTT 
60 270 280 290 300 310 360 
TAN r N TA TNT T T TA Q TC N ro AT N /1. CA A TC A A NT A /IT NT NTTN T N T NA T A ooc TCT TA T NN N N\ TAT T TC T AC AN n r A CNANNT NN I NA TTNCNNC NT TNT A TCTN N NANC AT N ACN CTNTA N N A NT T TTANAN T T N T N 
190 400 ◄ 10 ◄ 20 ◄ 30 ◄◄O 450 -460 470 ◄ 80 ◄90 500 510 520 
NTANNTTANTAAACATNNTTTTTNN CTATT N TNNATTNNCNANTTCTATTCTATATATNC ATC TTNrNNTTATNANTNNTT N NA CTANCCAT NT TCATATTNAAT C CTTNNNTCGATTT TTTATNCNTATNNNATTN 
530 540 S50 560 570 580 590 600 610 620 630 6<10 650 660 









Signal G:105 A:80 T:86 C:100 
DT {BD Set Any-Primer) 
dRhod 
Points 801 to 8264 Basa 1: 801 
Mar 1 juin 1999 9:33 
Lun 31 mal 1999 11 :57 
Spaclng: 8.45 ABl100 
Page 1 of 2 
A GGNNGNNN N G NN NN NNNCC C TT A TTTGAA COA CCCANT ATAGGG CGA AT TG G CC CGACG T COCA TG C TC C CGGCCCGC CATG GCG OC CCGCG G GA AT TCG AT TG AG A TA G ACA CA T AG AT AC GAG C C CA ACT T 
10 20 30 ◄0 50 60 70 80 DO 100 110 120 130 
A TC T TCTT TA A.GAG GATC T TT GAG OCT TT TA AGC TCAC TGATGATGT GA AGAAAAAAAAAAAAAAAAN TGCA NC C GÂ NTCA N TAO NGA AT TCGNGGC CGC N T GCAG GTC NACCA TN T G GOA AA 
140 1 1 170 180 100 200 2 10 220 230 240 250 
C TCC CA AC GC NT TGGA TGCA TA NC TNGAGTNT TC TA TAGNGT CNC C TAAA TANN TGG OC GTA AT CA NG GNCA TA NC TGT TTC CA N N NNNT NNNNNNN NNNNNNN N N N NNNT NT N N N N N N N N 
60 270 280 200 300 310 320 330 340 350 360 370 380 
◄00 
T N N NN N TNNNNNNN NNNNNNNNNN N CN NT NT N T N NNNNNNNNN 
◄60 ◄70 ◄80 ◄IX> SOO 
NNNTNTTNNNNNNNNNNNNNNNN NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN TT NNNNTNT N NNNNNTNNNNNNNNNNANNNNNNNNNNNNN NNNTNNNNNTNNNNNN NNNNT N TNNNNN 
510 520 530 5-40 550 560 570 580 590 600 610 








Signal G:112 A:73 T:91 C:106 
DT (BD Set Any-Primer} 
dRhod 
Points 812 to 8264 Base 1: 812 
Mar 1 juin 1999 9:33 
Lun 31 mal 1999 11 :57 
Spacing: 8.57 ABl100 
Page 1 of 2 
ONNNNNN AlOCCCCNCCCCGA TT TA A CGACCCA TT TAGGGCGAAT T GG C CCGACGT CGCATGC TC CCGGCCGC CA TGGCG GC CGCG GOA AT TCGA TC T CAC TACG GC T CGC TACT CGTGG GA AGA ACAG A AT TG 
10 20 ◄O 50 60 70 80 90 100 110 120 IJO 
C TCCTGCATGCAAC TA AT TCA ATAAA AC TGTC T TGTGAG C TCAA AAAAAAAAAAAA AN N TOCA NC C NA TCA N TAG NNA AT TCONGGC COCN TGCAG OTCANC CA TNNGG NA A ANN TCCNAAC NC N 
140 ISO 160 170 180 190 200 210 220 230 2◄0 250 
G G NAT N CA TAC N T GG AN T N T TC NA TA G G G TC N C N NA A A TAN N TG G OC NA A A T CA N G GN CA TA N NT G T T NC NA N N N N N T N N NT N N A N NT N T N N N T N T T N NNN N N N N NN NNN N N 
270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 
NNTNANN NNNNNTNNNNNNNNANTNNNTNNT NT NNNNT N N TNNNNNNNNNNN N N 
440 460 "70 ~80 400 500 
NNNTNANNN NTNNN CNNNNNNNNATNNNT TNTNTT TNNNNNNNNTNT TTNNNNNCANTTTTNNTTNNNNNNNNTNCNNNTTNNTTNTTTANTANNTNNNN NT NNTTNNNNCNNNNNTNCTNT T 
510 520 530 540 550 560 570 580 500 600 610 620 









Signal G:127 A:84 T:101 C:126 
DT {BD Set Any-Primer} 
dRhod 
Points 787 to 8264 Base 1: 787 
Mer 21·uin 1999 9:25 
Mar 1 uin 1999 14:23 
Spaclng: 8.47 ABl100 
Page 1 of 2 
GNNA GO AGNN NN NNNCC C T TTTGNC G CCTTTGGTGACACTATAGA AT C TC'A AG CTATGCATC CAACG CGT TGGGAO C TCTC CCAT ATG GT CGAC CTGC AG GCGGC CGC GA AT TCAC TAO TGAT TG 
10 3 50 60 70 BO 90 100 1 0 120 
ANTCNNNTAA NAN TTNATNGNCCGTNNT TTAANA ANNNNNN NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN N NNNNNNNNNNNNNNTNNNNNNNNNNNNN N N NTNNNNNNNN TNNNNNNNN N N NNNNN N 
250 260 270 280 290 300 310 320 330 3<0 350 360 
NT N N N N N N N N N T N N N N N N N N N N N AN N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N NN N N N N N N N N N T N N T N N N N N N N N N N N N N N N N N N N T N N 
◄00 410 420 430 440 450 460 ◄ 70 ◄ 80 
NNN NNN N N NNNNNNNN T N NN TNNN NNN N N N N NN N NT N N NNNNNN N NNNNNNNN NNNN NN TTNNNNNNNN NT N N NNNN NNNNNNT NNNNANNNNNNNT TNNNN NN NNNAT NN NT N 
490 500 510 S20 S30 S◄0 550 560 570 580 590 






6 th lerry 
Lane 32 
Signal G:69 A:45 T:58 C:62 
DT (BD Set Any-Primer) 
dRhod 
Points 805 to 8264 Base 1: 805 
Mar 1 juin 1999 9:33 
Lun 31 mal 1999 11 :57 
Spaclng: 8.65 ABl100 
Page 1 of 2 
ONNAONTNNA TNNNNNNNCCCCT TTTHTT TOAACNA Ct«:ACTATANOO COAAT TOOOC C CGAC G T COCA TQ C TC C CGOC COC CA TO GCOGCCCOCO O OA A T TCQ A TC TT CG G TT G T TACG O ATGC AT AT T T AT TA CG AG TA 
10 20 10 110 120 130 140 
TC TG GT TA A AT A TC GA A A AG TT AT AT G C T G TA G TT TT TA G TAT T T TG TC T T TG TA AT TT AC A O A AG T TA T TG GAG A A A AT A A AC T TG TT T CA T TT TGC A A A A A A A A A A A NA A AN T TGN AN N C NA AN 
150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 
ATTA TTAAATN C GNGGCCN T C NGNAGGNT NNCNA TANGGAAAANC TCC NAACGNNNNGNNTCCA TA TTTGGANTATTNTATA NNGTNC NNAAAN TA TNTNGNAAAANTC NNGGA NNA AT TGT TN TA 
270 280 290 300 31 0 320 330 340 350 360 370 380 390 
A C T TNT TNN TTA cr A NNN T AN T N T N TT T NT N TT N T NNTNA T NA NTNTTTNAA CACCT NNTNTNAN AA NAT T AATAC N C TTCTTTTNTNATN TTNT N NTTNNTNTNNTTATNNNTTNATN TCNN 
400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 SIO 5 
NTNTANTNCN TTTNTT TNCATNCNTTTAAC TAA T TNTNNAATT TT NTTT NAA ATA TATCN:CATATCNCTNTTTATANTNNTTNNNN T CCNNCTATNTAATTTATNT NAA NTATTAAAT TNNT ATNTNAN ATNA 
0 530 540 550 560 570 580 590 600 61 0 620 630 640 650 
Annexe 5 : Séquence de la bande d 'intérêt n°ll (14Cl) après réamplification avec les 
amorces M 13. 
ABIÂ PRISM. 
Madel 377 




Signal G:47 A:34 T:49 C:53 
DT {BD Set Any-Primer} 
dRhod 
Points 804 te 8264 Base 1 : 804 
Mar 1 juin 1999 9:33 
Lun 31 mal 1999 11 :57 
Spaclng: 8.58 ABl100 
Page 1 of 2 
GO NCTA NGNAO NCN NCCCCGAT NNAN TG CNC TTCGA t,.NGC AACCO GCCCGACOTCGCATGCTCCCGOCCCGCCATGG CGGCCGCGGOAATTCGATCTTCGGTTGTTACOGAT GC CATTANCAAGGATOTTTT 
10 20 ~~~~~- ◄O 50 90 100 1 O 120 130 
A A A A NT CA N TA T N NA NT AT N N G NC CC NT T N N AG O T N AC N N T N G G NA A A NC C CCA A CNN TC TT A N GAT T N TAA CA AT N AT A AT C TAT A A NT G N TC T T TNA A TT NTN NT NNGNA A TT A NN NN NAT TA A 
O 270 280 290 300 310 320 330 3◄0 350 360 370 380 
Cl-lNTTNTNTCCTT NNNAAACANNNANAT NCCTA TANNANATNNCTACT CTCACTNANTCNNTNCTCTTCTN NCNTONNTTTTTCNNT TATAACC NNANN CAA TCAT 
,oo 420 ◄30 4◄0 ◄50 .C60 ◄ 70 ◄80 4QO 500 510 
N NNA CA ANCTNAA NC N NN TNTCA ATA TT A NT NNOTNT NNNTN AA T NATT N TCT T AT NATTA TG ANNAT AN AT NANT N A TAAN T TC NN ATAT AT TC N AATCATC A A TCT N N N C CTNA NTAA N T N AC TANTA AN N NCN ANNAC 
20 530 540 550 560 570 580 500 600 610 620 630 640 650 








Signal G:82 A:52 T:70 C:78 
DT {BD Set Any-Primer) 
dRhod 
Points 787 ta 8264 Base 1: 787 
Mer 2 /'uin 1999 9:25 
Mar 1 uln 1999 14:23 
Spaclng: 8.76 ABl100 
Page 1 of 2 
G N N NA ONNOCOQ T NN cx:c c CN T NlANAGC CCCNT TOGAA AC C T CTAG A A TACT CA AG C TA TG CAT C CAACG C OT TOGGAOC TCTC C CA TA TG a TC OAC CTG CAO a CG oc C oc G A AT TC ACT AG Ta AT T CO GC T 
10 ◄0 50 60 70 1 1 130 
CA G T TT TT TT TT TT TT TG G GO NC A A NT T NA NT TT N NOA A AT CC NA A AT TT TT NA CC NT NAT A A A N G T T TA A A A NT T T T N A AN C TA A AN TA A AC C CA A A A A A A AN N NT T,.. A A A NN CC O T TT G H T 
1-40 150 160 170 180 190 200 210 220 230 2-40 250 
NA N NAACA NT T NN TTAAAN NG NTANT TAAOGONNTTAA ANACAAAAT TAANCNC N TNAAC CAAAAAAAAAAAAAA N NNONOGN N TAAAN N NNANT CTNCA NN N C TA N T NNC N OOOGN N-OTANN 
260 270 2BO 290 300 310 320 330 3◄0 350 360 370 380 
TA AN A N AG G NC C N A AT N T T N C NT AT ATA T AT N NAT A N A TA NT T TNT T AN C CT C TT TT CA TAT NT ACA N T A N NANNA NT N TT ACT TT AT N NNA T T N NT NANC NAT T NA N N T A C T T NAN N T T A 
390 -100 41 0 ◄20 .. 30 ◄40 450 '460 470 480 490 500 
N N NT T T T N N T N N T TA N AN A A N TT N AT AT AT T T A N AN T T ANNA N C NT T N T N A NT T T T NN A N T N NT A T N NN AC T TT T TC T T NANT N TA T AT TT NTAA T N AN AT NT T N N N TA A T N 
510 520 530 540 SSO 560 570 580 SQO 600 610 
Annexe 7: Séquence de la bande d 'intérêt n ° 15 (lSTl) a prés réamplifica tion avec le s 








Signal G:89 A:55 T:66 C:80 
DT {BD Set Any-Primer} 
dRhod 
Points 802 te 8264 Base 1 : 802 
Mar 1 juin 1999 9:33 
Lun 31 mai 1999 11 :57 
Spacing: 8.38 ABl100 
Page 1 of 2 
NGN NN ATGNA T NNN NNN CCC GA TT N A AT NA NC C N T NTA NGG NG AATCG NGC C CGAC GT CO CA T OC TC C CGGC CGC CA TG G CG GC C GCG G GA AT TC G A T TT G ATG C TACT G TA AC C T G A T G CG TC CG A AGG G A 
10 20 30 50 60 70 80 GO 100 1 0 120 
TTA A A NGGCCN C C A A AA AN T T TNGGC TA AA NA N T G GAAA A AC N TGTN N CG N CAA N T GC A T TA AT GA A TCN OC C A AC N C N C NNN NA GAGOCNGN TT GC GT AT T GG NC G C T N T TC CGCT T 
260 270 280 290 300 310 320 330 3-40 3$0 360 370 
TC AC T G AC T C C TO C T N T C N G TC NT T N G G C T G C A N CNA GC G G TA T CA N N TT ACT NAA AG G N N CT AN TAC T O TT AT NCNANA TA AT NA ÔÔ Ô; NA I A AC NC A N G A A ATT A 
0 3QO -400 ◄ 10 ◄20 ◄ 30 ◄◄0 ◄ 50 460 ◄70 ◄80 
A A T GT CN TGA AC TCGTAA A AAA G C CGT GT TGC TGGCNA NTT TTCA TA GGCTT CN3 CNNNNNTGAN NA CA TN AT A AANAT NNAC N TTAA N TCANATGT NGCNAA CC CTA CAN TAN TAT NAT ATTNNN A NC NT T 
510 520 530 5◄0 550 560 570 $80 590 600 1510 620 630 6-4 
Annexe 8 : Séquence de la bande d'intérêt n°19 (21A2) après réarnplification avec les 
amorces M13. 

